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Abstract
Ziel im ersten Teil dieser Arbeit ist die Untersuchung der offenen und geschlossenen
Konformation des Maltose bindende Proteins (MBP) im nativen und Molten-Globule-(MG)-
Zustand mit Hilfe der ESR-Spektroskopie.
Die komplexen Mechanismen der Proteinfaltung und Proteindynamik bilden schon seit
Langem ein wichtiges Forschungsziel in der Untersuchung biochemischer Prozesse und der
Enzymkinetik.
MBP bietet sich in diesem Zusammenhang als geeignetes Forschungsobjekt an, da die Kon-
formationsunterschiede des MBP gut erkennbar sind und sich der M G-Zustand genu¨gend
lang fu¨r Untersuchungen stabilisieren la¨sst. Die Fa¨higkeit zur reversiblen Faltung ist fu¨r
ein Protein dieser Gro¨ße ebenso wie die Ausbildung eines hoch geordneten MG-Zustands
mit hoher Affinita¨t zu seinem Zielsubstrat ungewo¨hnlich.
Der besondere Vorteil der ESR-Spektroskopie ist die geringe Sto¨rung der Messung durch
das Messsystem, was die Mo¨glichkeit liefert, das Protein unter nativen Bedingungen, selbst
innerhalb von Membranen oder biologischen Systemen, zu untersuchen.
Die in dieser Arbeit verwendete site-directed spin-labeling (SDSL)-Methode, bei der eine
kovalente Bindung von Nitroxid-Spinlabel (NSL) an das Protein eingesetzt wird, lo¨st kaum
Sto¨rungen im System aus und schra¨nkt die Flexibilita¨t der Proteine kaum ein.
Als Grundlage der ESR-spektroskopischen Untersuchungen dienen im Haus durchgefu¨hrte
cw-ESR-Messungen und DQC -Messungen, welche bei unserem Kooperationspartner J. Freed
im ACERT Institut, Ithaca, New York, durchgefu¨hrt wurden.
Die double quantum coherence (DQC )-ESR beschreibt eine spezifische Messmethode zur
Analyse der dipolaren Elektron-Elektron-Wechselwirkungen durch Isolierung des Elektron-
Spin-Echos und somit der Abstandsbestimmung zweier NSL unter Verwendung einer
spezifischen Pulsabfolge. Der gro¨ßte Vorteil dieser Methode ist die Minimierung sto¨render
Hintergrundsignale, ein geringes Signal-Rausch-Verha¨ltnis und die mo¨gliche Bestimmung
von Absta¨nden zwischen 10 und 80 A˚.
U¨ber Molekulare-Dynamik-(MD)-Simulation la¨sst sich ein guter Einblick in die Struktur
von Proteinen gewinnen und ein Model der gelabelten Proteine entwickeln.
Die These, dass MBP bereits ohne seinen Liganden beide Konformationen einnimmt, kann
durch die DQC -Messungen und die Korrelation mit der MD-Simulation besta¨tigt werden.
Weiterhin kann nachgewiesen werden dass eine Grundstruktur von MBP und ein funktionell
ausgebildetes aktives Zentrum bereits im MG-Zustand vorliegt.
I
Im zweiten Teil dieser Arbeit wird die Mo¨glichkeit untersucht freie Radikale in verschiedenen
Systemen, auch innerhalb von Zellen, mittels ESR-Spektroskopie zu detektieren und zu
analysieren. Die Zielsetzung dabei ist es, die Radikalbildung bei verschiedenen medizinischen
Behandlungen zu untersuchen.
Die Lebensdauer einer Zelle wird durch das Zusammenspiel von freien Radikalen mit
Antioxidantien, Proteinen, Cofaktoren und sonstigen Zellbestandteilen bestimmt.
Durch bessere Kenntnis dieses Zusammenspiels ko¨nnen große Fortschritte in Medizin und
Gesundheitsvorsorge erreicht werden.
Sollte die Bildung der Sauerstoffradikale das natu¨rliche antioxidative Potential der Zelle
u¨berschreiten, spricht man von dem “oxidativem Stress” der Zelle.
Zu den mo¨glichen Folgen des oxidativen Stresses geho¨rt die Scha¨digung aller zellula¨ren
und extrazellula¨ren Makromoleku¨le bis hin zur Apoptose, also dem Absterben der Zelle.
Die prima¨ren Folgen sind vor allem die Lipidperoxidation, die Proteinoxidation und die
Scha¨digung der DNA.
Durch die Verwendung von ESR-spektroskopischen Methoden ist es mo¨glich Untersuchungen
innerhalb lebender Zellen durchzufu¨hren.
Zur Detektion der Radikale wird dabei ein Radikalfa¨nger (Spin trap) eingesetzt, welcher a
priori kein ESR-Signal liefert, sondern erst durch den Kontakt mit dem freien Radikal ein
ungepaartes Elektron und somit ein ESR-Signal aufweist.
Die Verbindung 2-Ethoxycarbonyl-2-methyl-3,4-dihydro-2H-pyrrol-1-oxid (EMPO) ist ein
Derivat des DMPO, in welchem die Nitroxidgruppe zusa¨tzlich stabilisiert wird.
Hierdurch kommt es zu einer deutlich la¨ngeren Lebensdauer der Spin-Addukte und einer
besseren Auflo¨sung der ESR-Messung.
Die entstehenden Signale der einzelnen EMPO-Addukte lassen sich mit geeigneten Methoden
simulieren. Dies ermo¨glicht die Analyse der entstandenen Radikale.
Wa¨hrend unter der Strahlenbelastung von CT- und MRT-Untersuchungen keine Radi-
kalbildung in den Proben festgestellt werden kann, liefert die Strahlentherapie mittels
Linearbeschleuniger ein breites Spektrum gebildeter Radikale.
Die Ausbildung dieser Radikale zeigt sich dabei von verschiedenen Faktoren abha¨ngig.
So zeigt sich die Ausbildung von H-, OH- und OOH-Addukten durch Luftsauerstoff
begu¨nstigt, die Zugabe von NaCl fo¨rdert die Ausbildung von Wasserstoffradikalen und
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Die komplexen Mechanismen der Proteinfaltung und Proteindynamik bilden schon seit
Langem ein wichtiges Forschungsziel in der Untersuchung biochemischer Prozesse und
der Enzymkinetik. 1969 wies Cyrus Levinthal theoretisch nach, dass ein Protein nicht
zufa¨llig aus dem ungefalteten Zustand in die richtige Konformation u¨bergehen kann, indem
es alle mo¨glichen Faltungen ausprobiert [Levinthal, 1969]. Diese Tatsache wurde als das
Levinthal-Paradoxon bekannt.
Faktoren wie die Polarita¨t und Viskosita¨t des Lo¨sungsmittels sowie sterische und po-
lare Wechselwirkungen zwischen den AS, wie beispielsweise die Ausbildung von Was-
serstoffbru¨ckenbindungen, fu¨hren schon bei der Proteinsynthese zur Ausbildung der Se-
kunda¨rstruktur [Alberts et al., 2002, Wedler, 1997]. Wa¨hrend und nach der Proteinbiosyn-
these fu¨hren diese und weitere Faktoren, wie zum Beispiel der Einfluss etwaiger Liganden
oder Hilfsproteine, meistens Chaperone, zur Ausbildung der Tertia¨rstruktur. Nach Ausbil-
dung seiner Tertia¨rstruktur ist ein Protein vollsta¨ndig funktionsfa¨hig [Wedler, 1997].
Mittlerweile geht man davon aus, dass die Proteinfaltung gema¨ß sogenannter folding path-
ways erfolgt, in welchen einzelne U¨bergangszusta¨nde bei der Proteinfaltung zu erkennen sind,
jedoch sind diese ha¨ufig zu schnell, um tatsa¨chlich detektiert werden zu ko¨nnen, und nur
in theoretischen Berechnungen und Simulation der molekularen Dynamik (MD) erkennbar
[Alberts et al., 2002]. Hierzu wurde in den letzten Jahren der Molten-Globule-Zustand als
funktionellen U¨bergangszustand zwischen der Sekunda¨r- und der Tertia¨rstruktur erforscht,
in welchem dies mo¨glich ist [Kuwajima, 1989, Sheshadri et al., 1999]. Die Schwierigkeit
hierbei besteht darin, diesen U¨bergangszustand genu¨gend zu stabilisieren, um ihn gru¨ndlich
untersuchen zu ko¨nnen [Kuwajima, 1989]. Besonders interessant ist die Vermutung, dass
ein Protein bereits im Molten-Globule-Zustand, also ohne vollsta¨ndige Ausbildung der Ter-
tia¨rstruktur, einige seiner Funktionen erfu¨llen kann [Prajapati et al., 2007, Reichenwallner
et al., 2013].
Allein schon die Wechselwirkung zwischen Substrat und Protein lo¨st ha¨ufig eine Konforma-
tionsa¨nderung im Protein aus, welche Einfluss auf die Funktion des Letzteren hat [Wedler,
1997]. Entsprechend fu¨hrt die Bindung des Liganden zu Aktivierung bzw. Inaktivierung
funktioneller Abschnitte der Proteine, wodurch der Aufbau der komplexen Regelkreise und
Kontrollmechanismen innerhalb der Zellen ermo¨glicht wird [Alberts et al., 2002].
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Das Maltose bindende Protein (MBP) bietet sich in diesem Zusammenhang als geeignetes
Forschungsobjekt an, da sich sowohl sein Molten-Globule-Zustand fu¨r Untersuchungen
genu¨gend stabilisieren la¨sst, als auch die Konformationsunterschiede von an den Liganden
freiem und gebundenen MBP gut erkennbar sind [Reichenwallner et al., 2013, Spurlino et
al., 1991, Sheshadri et al., 1999].
Auch scheint das MBP in der Lage zu sein selbst im Molten-Globule-Zustand seinen Liganden
binden zu ko¨nnen, was auf eine sehr fru¨he Ausbildung einer funktionellen Struktur schließen
la¨sst [Chen, 2013].
Durch die Verwendung von ESR-spektroskopischen Untersuchungsmethoden lassen sich Pro-
teine sto¨rungsfrei in biologischen Systemen unter verschiedenen Bedingungen untersuchen
und Informationen u¨ber Struktur und Dynamik gewinnen [Berliner et al., 2000, Berliner,
Hemminga, 2007, Borbat, Freed, 2013, Hustedt, Beth, 1999, Jeschke, 2008, Rabenstein,
Shin, 1995, Steinhoff, Hubbell, 1996, Steinhoff et al., 1997].
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2. Theoretische Grundlagen
2.1. Das Maltose bindende Protein (MBP)
Das Maltose bindende Protein, oftmals auch als Maltodextrin bindendes Protein bezeichnet,
ist ein globula¨res periplasmatisches Transportprotein aus dem Maltose/Maltodextrin-
System (MMS) von E. coli, welches der Kontrolle des Maltodextrin-Metabolismus dient.
Es spielt eine entscheidende Rolle beim energieabha¨ngigem Transport von Maltose und
Maltodextrin u¨ber die Cytoplasmamembran [Duplay et al., 1984] und ist in der Lage,
sowohl lineare als auch zyklische Maltodextrine hoch affin zu binden [Spurlino et al., 1991].
Bemerkenswert hierbei ist, dass MBP eine deutliche Selektivita¨t fu¨r Maltodextrine aufweist
und die Bindungsaffinita¨t zu Maltotriose den ho¨chsten Wert annimmt [Spurlino et al.,
1991].
Der Zuckertransport u¨ber das MMS wird hauptsa¨chlich von dem Membran-gebundenen
Komplex aus MalF, MalG und MalK sowie MBP gesteuert [Spurlino et al., 1991]. Dabei
nimmt MBP die Rolle als initialer, nicht Membran-gebundener Carrier ein und bindet an
die periplasmatische Schleife P2 des MalF-Proteins [Jacso et al., 2012].
Der gesamte MalFGK2-Komplex dient als ein weiteres Paradebeispiels eines ABC-Transport-
systems und findet sich auch aus diesem Grund regelma¨ßig im Mittelpunkt der Forschung
[Stockner et al., 2005].
MBP ist ein aus 370 Aminosa¨uren (AS) aufgebautes und 40.7 kDa schweres Monomer mit
zwei globula¨ren Doma¨nen, welche durch eine breite Kluft, die auch als Bindungsspalte
bezeichnet wird, voneinander getrennt sind [Spurlino et al., 1991]. Diese Bindungsspalte
ist reich an aromatischen sowie polaren Gruppen und stellt das aktive Zentrum der hoch
affinen Maltose/Maltodextrin-Bindung dar [Duplay et al., 1984, Spurlino et al., 1991]. Im
substratfreien Zustand liegt MBP in der geo¨ffneten Konformation vor, in der beide Doma¨nen
weiter voneinander entfernt sind als in der geschlossenen Konformation [Ganesh et al., 1997].
Sobald MBP an Maltose oder Maltodextrin bindet, klappen die beiden Doma¨nen aufeinander
zu und umschließen den Zucker, wodurch dieser durch intramolekulare Wechselwirkung
vollsta¨ndig vom umgebenden Lo¨sungsmittel abgeschirmt wird [Spurlino et al., 1991]. Dieser
Klappmechanismus erinnert stark an eine Venus-Fliegen-Falle.
Die geo¨ffnete und geschlossene Konformation sind zur besseren U¨bersicht in Abbildung 2.1
mit Hilfe der Software “Accelrys Discovery Studio” auf Basis von Ro¨ntgenstrukturanalysen
aus der “RCSB”-Proteindatenbank dargestellt [www.rcsb.org, 1ANF, 1OMP].
Die Synthese von MBP findet im Cytoplasma statt, wo das 396 AS lange preMBP syntheti-
siert und in einem denaturierten Zustand durch das Chaperon SecB gebunden wird. Sobald
der preMBP/SecB-Komplex an die Cytoplasmamembran bindet, wird die 26 AS lange
N-terminale Pra¨sequenz abgetrennt und MBP in den periplasmatischen Raum abgegeben
[Duplay et al., 1984].
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Abb. 2.1: Struktur des Maltose bindenden Proteins [www.rcsb.org, 1ANF, 1OMP]
1999 vero¨ffentlichte Sheshadri seine Arbeit u¨ber den Molten-Globule-Zustand von MBP
und berichtete u¨ber dessen Fa¨higkeit zur reversiblen Faltung und Bindung von Maltose
selbst im stabilisierten Molten-Globule-Zustand bei pH 3 [Sheshadri et al., 1999]. Das heißt,
schon vor kompletter Ausbildung der Tertia¨rstruktur weist MBP eine Bindungsaffinita¨t zu
Maltose und Maltodextrin auf. Zudem weist MBP eine der ho¨chsten chemischen Entfal-
tungsenthalpien auf, die jemals fu¨r ein globula¨res Protein gemessen wurden [Sheshadri et
al., 1999].
Neue Forschungsergebnisse deuten auf eine semi-geo¨ffnete Konformation von MBP hin, die
sowohl unter An- als auch Abwesenheit von Maltose nachweisbar ist, sobald MBP an MalF
gebunden ist [Jacso et al., 2012]. Man geht davon aus, dass MBP in dieser Konformation
zwar Maltose binden kann, diese allerdings nicht den Klappmechanismus auslo¨st und diese
Konformation fu¨r die Entstehung des Komplexes aus MalF, MalG, MalK und MBP wichtig
ist [Jacso et al., 2012].
MBP stellt einen interessanten Untersuchungsgegenstand zur Faltungskinetik dar.
Seine Fa¨higkeit zur reversiblen Faltung ist fu¨r ein Protein dieser Gro¨ße ebenso wie die
Ausbildung eines hoch geordneten Molten-Globule-Zustands mit hoher Affinita¨t zu seinem
Zielsubstrat ungewo¨hnlich [Sheshadri et al., 1999]. Als Forschungsobjekt eignet es sich, da
es schon im nativen Zustand keine Disulfidbru¨cken, prosthetische Gruppen, gebundene
Metallionen noch Cofaktoren aufweist und aufgrund der reversiblen Faltung und hohen
Stabilita¨t unter einer großen Vielfalt von Versuchsbedingungen beobachtet werden kann
[Ganesh et al., 1997].
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2.2. Der Molten-Globule-Zustand
Allgemein unterteilt man die Strukturebenen der Proteine in die Prima¨rstruktur, welche
die Reihenfolge der AS entha¨lt, die Sekunda¨rstruktur, welche den Aufbau der Helices
und Faltblattstrukturen beschreibt, die Tertia¨rstruktur, welche die komplette ra¨umliche
Struktur des fertigen Proteinmonomers umfasst, und die Quarta¨rstruktur, welche das
Zusammenspiel der Monomere kennzeichnet.
Als Molten-Globule-Zustand eines globula¨ren Proteins wird der stabilisierte Faltungszustand
bezeichnet, in dem ohne vollsta¨ndige Ausbildung der Tertia¨rstruktur strukturelle Elemente
vorhanden sind [Ohgushi, 1983]. Der Molten-Globule-Zustand bezeichnet somit einen
funktionellen U¨bergangszustand vom entfalteten Zustand zur Tertia¨rstruktur.
Der Begriff “Molten-Globule-Zustand” formte sich 1982 auf einem Symposium in Padova,
Italien und wurde erstmals 1981 von Dolgikh et al. vorgeschlagen [Ohgushi, 1983].
Durch die Analyse der “Molten-Globule-Struktur” globula¨rer Proteine erhofft man Ru¨ck-
schlu¨sse auf die Faltungspfade und Wirkungsmechanismen des Proteins ziehen zu ko¨nnen
[Kuwajima, 1989].
Ebenso mo¨chte man die bisher geltende two-state-Theorie der Proteinfaltung, die von
einem nicht-zufa¨lligen, bisher jedoch unverstandenen Faltungspfad zwischen dem entfalteten
Zustand und dem vollsta¨ndig gefalteten Zustand ausgeht, auf eine three-or-more-state-
Theorie erweitern, in der ein teilweise funktionsfa¨higer Zustand vor der vollsta¨ndigen
Faltung erreicht wird. Man vermutet einen schrittweisen U¨bergang u¨ber mehrere Zusta¨nde
bis zum Ausbau der Tertia¨rstruktur, also so genannte Teil-Faltungspfade, die es zu entdecken
gilt [Kuwajima, 1989].
Zudem la¨sst sich mit Hilfe der three-state-Theorie die Mo¨glichkeit der Membranpermeabilita¨t
und Einbindung sonst nicht permeabler Proteine erkla¨ren [Ohgushi, 1983].
Die Untersuchung des Molten-Globule-Zustand erweist sich als kompliziert, da es keinen
allgemeinen Weg gibt, diesen U¨bergangszustand zu stabilisieren. Meist fu¨hrt man eine
Teilentfaltung des Proteins durch ein geeignetes Zusammenspiel von pH-Wert, Konzentra-
tion von Denaturierungsmittel und angepassten Reaktionsbedingungen durch und kann
den Molten-Globule-Zustand fu¨r den Zeitraum einiger Stunden stabilisieren [Kuwajima,
1989]. Allerdings ist der U¨bergang vom Molten-Globule-Zustand in den entfalteten Zustand
fließend und sollte regelma¨ßig kontrolliert werden.
Der Molten-Globule-Zustand eines Proteins la¨sst sich durch Zugabe von ANS u¨ber CD-
oder Fluoreszenz-spektroskopische Methoden nachweisen, da die zunehmende Ausbildung
der Tertia¨rstruktur die ANS-Bindung verhindert. Der Molten-Globule-Zustand wird auch
als der Punkt definiert, an dem die Fluoreszenz des ANS-Protein-Komplexes maximal ist
[Kuwajima, 1989, Ohgushi, 1983, Sheshadri et al., 1999].
Im Falle des Maltose bindenden Proteins wird die Stabilisierung des Molten-Globule-
Zustands durch die schrittweise Einstellung eines pH-Werts von 3 im CGH-Puffer ohne die
Verwendung von Denaturierungsmitteln erreicht [Sheshadri et al., 1999].
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2.3. Elektronenspinresonanz-Spektroskopie
2.3.1. Strukturanalyse von Proteinen
Die Elektronenspinresonanz (ESR) -Spektroskopie stellt heute neben der Ro¨ntgenstruktur-
analyse (X-ray -analysis), der Fluoreszenz-Spektroskopie (FS) und der Kernspin-Spektro-
skopie (NMR-Spektroskopie) eine der bekanntesten Methoden zur Strukturanalyse von
Proteinen dar. Da jede dieser Methoden ihre eigenen Vor- und Nachteile aufweist, werden
die Ergebnisse verschiedener Untersuchungen mit denen von Simulationen verglichen, um
ein mo¨glichst natu¨rliches Modell des nativen Proteins zu erhalten [Berliner et al., 2000].
Die jeweiligen Simulationstechniken reichen von stochastischer Dynamik-Simulation u¨ber
Simulationen der Brown‘schen Molekularbewegung bis hin zu dem komplexen molekularen
Modeling, auch molekulare Dynamik-Simulation genannt, in der je nach Rechenkapazita¨t
ein Modell der Kraftfelder auf atomarem Level inklusive sa¨mtlicher wahrscheinlichen
Umgebungselemente erzeugt wird und die Newton‘schen Bewegungsgleichungen gelo¨st
werden [Berliner, Hemminga, 2007, Steinhoff, Hubbell, 1996]. Ziel der Simulation ist dabei
die Minimierung der Gesamtenergie, was dem natu¨rlichen Zustand entspricht.
Wenn mo¨glich werden als vorla¨ufige Grundlage der Simulation die Daten von X-ray -
analysis-Messungen, beispielsweise aus der “RCSB”-Proteindatenbank [www.rcsb.org],
verwendet, da diese in einer Vielzahl vorhanden sind und recht genaue Strukturen mit
Auflo¨sungen von 1 - 2,5 A˚ bieten. Jedoch lassen sich mittels X-ray -analysis nur kristallisierte
Proteine untersuchen. Insbesondere bei Untersuchungen von membrangebundenen Proteinen
gestaltet sich daher die X-ray -analysis als schwierig und es empfiehlt sich, andere Methoden
wie zum Beispiel die ESR-Spektroskopie zu nutzen [Steinhoff et al., 1997, Berliner et al.,
2000].
Der besondere Vorteil der ESR-Spektroskopie ist die geringe Sto¨rung der Messung durch
das Messsystem, was die Mo¨glichkeit liefert, das Protein unter nativen Bedingungen, selbst
innerhalb von Membranen oder biologischen Systemen, zu untersuchen [Berliner et al., 2000,
Jeschke, 2008, Rabenstein, Shin, 1995, Steinhoff, Hubbell, 1996]. Mit Hilfe der ESR-Spektro-
skopie la¨sst sich ein Protein sowohl in Pufferlo¨sungen als auch in organischem Material sowie
in kristallisierter Form, bei beliebigen Temperaturen, selbst im immobilisierten Zustand
bei Tieftemperaturen untersuchen. Nahezu jedes beliebiges Medium eignet sich, sofern es
keine paramagnetischen Eigenschaften besitzt.
U¨ber den ESR-Effekt la¨sst sich nur die Wechselwirkung ungepaarter Elektronen detek-
tieren, diese finden sich vor allem in Komplexverbindungen von U¨bergangsmetallen oder
organischen Radikalen [Steinhoff, Hubbell, 1996, Wedler, 1997]. Dass die meisten Proteine
solche nicht aufweisen ist Vor- und Nachteil dieser Methode, da einerseits die Radikale
ku¨nstlich in Form von Nitroxid-Spinlabeln (NSL) in das System eingefu¨hrt werden mu¨ssen.
Vorteile sind andererseits, dass die NSL gezielt in das Protein eingebracht werden ko¨nnen
und keine sonstigen Signale die Messung sto¨ren [Berliner, Hemminga, 2007, Junk, 2010].
12
Die in der ESR-Spektroskopie am ha¨ufigsten verwendete Methode des Labelns ist die
1994 von Hubbell entwickelte Methode des site-directed spin-labeling (SDSL), das heißt
die gezielte, kovalente Anbindung des NSL an eine bestimmte Aminosa¨ure des Proteins.
Hierbei wird zumeist ein Methanthiosulfonat als NSL an die Sulfhydrylgruppe eines Cysteins
gebunden [Berengian et al., 1999, Berliner, Hemminga, 2007, Berliner et al., 1982, Hustedt,
Beth, 1999].
Die ESR-Spektroskopie wird in der Proteinstrukturanalyse oft im Bereich der Membran-
proteine eingesetzt, da diese schwer u¨ber andere Methoden zuga¨nglich sind und daher
bis jetzt auch den am schlechtesten erforschten Bereich der Proteine einnehmen, obwohl
30-40 % aller bekannten Proteine membrangebundene Proteine sind [Berliner, Hemminga,
2007, Klare, Steinhoff, 2009].
Schon die technisch einfach umsetzbare Variante der cw-Messung einer an zwei Stellen
markierten Probe (DSDSL) liefert gute Ergebnisse im Bereich von bis zu 20 A˚ und kann
daher in Verbindung mit geeigneten Simulationen fu¨r Aussagen u¨ber die Tertia¨rstruktur
genutzt werden [Steinhoff, Hubbell, 1996, Hustedt, Beth, 1999, Berliner, Hemminga, 2007].
Ein herko¨mmliches ESR-Spektrometer ist in Abbildung 2.2 skizziert.
Das a¨ußere Magnetfeld wird durch einen starken Elektromagnet, hier mit N fu¨r magne-
tischen Nordpol und S fu¨r magnetischen Su¨dpol gekennzeichnet, produziert und durch
lineare A¨nderung der Stromsta¨rke im Magnet variiert. Aus messtechnischen Gru¨nden
wird es zusa¨tzlich durch den Modulator moduliert. Die fu¨r die Anregung beno¨tigte Mi-
krowellenstrahlung, na¨heres hierzu in Abschnitt 2.3.2, wird durch ein Klystron (oder eine
Gunn-Diode) erzeugt. Die Strahlung wird in den Hohlraumresonator geleitet, in dem es
zur Wechselwirkung mit der Probe kommt. Die reflektierte Welle wird durch den nachge-
schalteten Detektor registriert und nach Frequenz- und Phasen-abha¨ngiger Versta¨rkung
gemessen. Die digitalisierten Messwerte werden durch einen PC analysiert und ausgewertet
[Berliner, Hemminga, 2007, Weber, 2005, Wedler, 1997].




Als Elektronenspinresonanz wird die Absorption von Energie durch ungepaarte Elektronen
in einem a¨ußeren Magnetfeld bezeichnet. Diese Absorption ist jedoch nicht beliebig, sondern
kann nur fu¨r Strahlung der passenden Resonanzfrequenz, welche die Energiedifferenz der
mo¨glichen Zusta¨nde beschreibt, stattfinden. In der ESR-Spektroskopie wird diese Absorption
detektiert [Berliner, Hemminga, 2007, Jeschke, 2008, Rabenstein, Shin, 1995].
Ein Elektron erzeugt aufgrund seines Spinmoments, auch Spinvektor −→S genannt, ein
magnetisches Moment −→µ :
−→µ = ~ · γe · −→S = −ge · µB · −→S
γe: gyromagnetisches Verha¨ltnis des Elektrons
µB: Bohr‘sches Magneton
Befindet sich ein ungepaartes Elektron in einem a¨ußeren Magnetfeld −→B = (0, 0, B0),
so richten sich die Spins gema¨ß der magnetischen Spinquantenzahl ms = ±12 in zwei
verschiedenen Energiezusta¨nden E1,2 aus:
E1,2 = ±12 · ge · µB ·B0
Diese Aufspaltung wird auch als Zeeman-Effekt bezeichnet.
Ein U¨bergang beider Energieniveaus beno¨tigt die Energie ∆E:
∆E = E1 − E2 = 2 · |E |.
Fu¨r die Energie eines Photons gilt:
EPhoton = h · ν = h · ω2pi = ~ · ω
ν: Frequenz
ω: Kreisfrequenz
Die Resonanzfrequenz ω0, auch Larmorfrequenz genannt, erhalten wir also u¨ber folgende
Energiegleichsetzung:
~ · ω0 = 2 ·
∣∣∣±12 ∣∣∣ · ge · µB ·B0
=⇒ ω0 = ge·µB~ ·B0 = −γe ·B0
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Abbildung 2.3 veranschaulicht die mo¨glichen U¨berga¨nge bei zunehmender Feldsta¨rke B
bzw. der zugeho¨rigen Frequenz der Strahlung im Mikrowellenbereich.
Der Bereich der Mikrowellenstrahlung wird auch in Ba¨nder eingeteilt, dabei gilt folgende
Konvention [Junk, 2010]:
X-Band (∼ 9.5 GHz); Q-Band (∼ 36 GHz); W-Band (∼ 95 GHz)
Abb. 2.3: Energieaufspaltung der Elektronenspins in einem a¨ußeren Magnetfeld B0
2.3.2.2. Gleichgewichts-Verteilung
Das Besetzungsverha¨ltnis der verschiedenen Energieniveaus ist abha¨ngig von der Gesamt-




k·T ) = exp(−ge·µB ·B0k·T )
nα: Relative Anzahl der Spins im ho¨heren Energieniveau (ms = +12)
nβ : Relative Anzahl der Spins im niedrigeren Energieniveau (ms = −12)





= 1−exp(−4E/kT )1+exp(−4E/kT ) = tanh(
ge·µB ·B0
2·k·T )
Fu¨r hohe Temperaturen ( 4E << kT ) gilt die Kleinwinkelna¨herung:
P = tanh(ge·µB ·B02·k·T ) ≈ ge·µB ·B02·k·T














M × γe · −→B
Im Falle eines statischen Magnetfelds −→B = (0, 0, B0) ergibt sich die Magnetisierung −→M0 als:
−→
M0 = 1V
∑−→µi = 12 ·N · ~ · γe · P · −→ez
Um ein rauscharmes Signal im ESR-Spektrometer zu erhalten, wird zudem ein zweites,
oszillierendes Magnetfeld −→Bω in der x-y-Ebene u¨ber den Modulator aufgebaut. Das gesamte




B1 · cos(ωmod · t)
B1 · sin(ωmod · t)
B0





ist u¨ber die von Felix Bloch gefundene Bloch-
Gleichung mo¨glich [Junk, 2010].
Die Pra¨zessionsfrequenz Ω der Kreisbewegung um die z-Achse ergibt sich aus der U¨berlagerung
der Larmorfrequenz und der Frequenz des oszillierenden Magnetfelds −→Bω:
Ω = ω0 − ωmod
Wird das System durch Anregung, also Absorption von Mikrowellenstrahlung, aus dem
Gleichgewicht gebracht so stellt sich dieses gema¨ß der Boltzmann-Verteilung erneut ein.
Durch Relaxation fallen die angeregten Zusta¨nde wieder in das niedrigere Energieniveau
zuru¨ck. Man unterscheidet zwischen der longitudinalen Relaxationszeit T1 und der trans-
versalen Relaxationszeit T2.
T1 beschreibt die Zeit, welche das System beno¨tigt um ohne Emission u¨ber Wa¨rmeabgabe
an die Umgebung die Gleichgewichtsverteilung einzustellen [Berliner, Hemminga, 2007].
Man bezeichnet diesen Vorgang auch als Spin-Gitter-Relaxation. Die strahlungslose Abgabe
der Energie durch Wa¨rme la¨sst sich als Reaktion erster Ordnung charakterisieren, T1 ist
demnach der Reziprokwert der Geschwindigkeitskonstanten dieser Reaktion.
T2 beschreibt die Zeit fu¨r die Da¨mpfung der oszillierenden Magnetisierung in der x-y-
Ebene [Wedler, 1997], also den Ausgleich der Orientierung der einzelnen Spins [Berliner,
Hemminga, 2007].
Dieser Vorgang wird als Spin-Spin-Relaxation bezeichnet.
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2.3.2.3. cw-Messung
Bei der cw-ESR-Spektroskopie wird die Absorption einer kontinuierlichen Mikrowellenein-
strahlung unter Modulierung des Magnetfelds in der x-y-Ebene gemessen.
Die Erzeugung von Mikrowellenstrahlung variabler Frequenz mit anna¨hernd gleicher Am-
plitude ist technisch schwer umsetzbar, weshalb die Mikrowelleneinstrahlung konstant
gehalten wird und nur das Magnetfeld variiert wird.
Die Strahlung wird u¨ber eine Mikrowellen-Diode mit breitem Frequenzspektrum detektiert
[Berliner, Hemminga, 2007, Feix, Klug, 2008].
Die detektierte Absorption weist daraufhin ein Lorentzprofil auf [Junk, 2010, Berliner,
Hemminga, 2007] und oszilliert mit der Frequenz der Feldmodulation ωmw und der Aus-
gangsspannung 4V der Diode. Dieses Signal wird nun mit der sinusfo¨rmigen Modulation
des Magnetfelds Frequenz- und Phasen-sensitiv detektiert, das heißt nur die Modulation
des Diodensignals wird als Gleichspannung aufgezeichnet. Dies entspricht einer Ableitung
der ersten Ordnung des urspru¨nglich detektierten Signals und fu¨hrt zu einer drastischen
Verbesserung des Signal-zu-Rausch-Verha¨ltnisses.
Beide Signale sind in Abbildung 2.4 dargestellt.
Abb. 2.4: a) Signal der Detektor-Diode (Absorption im Lorentzprofil)
b) Signal nach Lock-In-Versta¨rker (Erste Ableitung der Absorption)
Die “Peak-to-Peak”-Linienbreite 4BPP ergibt sich aus der Lo¨sung der Bloch Gleichung
durch die Differenz der Mikrowellenkreisfrequenz 4ωPP [Junk, 2010]:





Die Modulation des Magnetfelds ∆Bω sollte fu¨r eine klare Auftrennung der Linien keinesfalls
1
3 · 4BPP u¨bersteigen.
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2.3.2.4. Hyperfeinstruktur
Wa¨hrend der Zeeman-Effekt auf der Wechselwirkung des Elektronenspin −→S mit dem
a¨ußeren Magnetfeld −→B basiert, kommt es ebenfalls zur Wechselwirkung des Kernspins −→I
mit dem a¨ußeren Magnetfeld −→B .
Als Hyperfeinstruktur bezeichnet man die Aufspaltung der Zeeman-Energieniveaus aufgrund
des Kernspins [Wedler, 1997].
Die durch den Kernspin erzeugte magnetische Flussdichte
∣∣∣−→BI ∣∣∣ la¨sst sich u¨ber die Kern-
spinquantenzahl mI und die isotrope Hyperfeinkopplungskonstante aiso berechnen [Junk,
2010]:
∣∣∣−→BI ∣∣∣ = ∣∣∣−→B0∣∣∣+ aiso ·mI
Parallel zu Abschnitt 2.3.2.1 lassen sich daraus die Energieniveaus der Hyperfeinstruktur
und die zugeho¨rige Larmorfrequenz ω0,Iberechnen:
~ · ω0,I = g · µB · (B0 + aiso ·mI)
=⇒ ω0,I = g·µB~ · (B0 + aiso ·mI)
In Abbildung 2.5 ist der Zeeman-Effekt und die Hyperfeinstruktur im Energieschema fu¨r
das Isotop 14N exemplarisch dargestellt.
14N besitzt die Kernspinquantenzahlen mI = +1, 0,−1.
Das aus der Hyperfeinstruktur resultierende Spektrum des NSL MTS
(14N) bei RT ist in
Abbildung 2.6 gezeigt, in der man deutlich die 3 Resonanzlinien, den Tieffeld-, Mittelfeld-
und Hochfeldpeak, erkennen kann.
Abb. 2.5: Energieschema des
Stickstoffisotops 14N mit Zeeman-Effekt
(ω0)und Hyperfeinstruktur (ω0,I)





Jeder ungepaarte Elektronenspin in einem a¨ußeren Magnetfeld nimmt das Verhalten eines
Dipols an [Wedler, 1997]. Die Wechselwirkung dieser miteinander ist mit der cw-ESR-
Methode nur fu¨r geringe Absta¨nde von 12 bis 25 A˚ messbar, kann jedoch u¨ber andere
Methoden auf 10 bis 80 A˚ erweitert werden [Jeschke et al., 2006, Steinhoff et al., 1997]. Um
dies zu erreichen werden sogenannte Pulstechniken eingesetzt, welche allgemein als pulsed
dipolar spectroscopy (PDS)-Methoden bezeichnet werden. Die ersten PDS-Methoden wur-
den vor u¨ber 30 Jahren erstmals eingefu¨hrt, um auch schwache dipolare Wechselwirkungen
unter Ausschluss anderer U¨berlagerungssignale ungesto¨rt detektieren zu ko¨nnen [Borbat,
Freed, 2007]. Die bekannteste PDS-Methode ist die double electron-electron resonance
(DEER), die nach wie vor in der Proteinforschung eine entscheidende Rolle spielt [Borbat,
Freed, 2007, Jeschke, 2008]. Da in dieser Arbeit die DQC -Methode verwendet wird, wird
diese in Abschnitt 2.3.2.6 na¨her erla¨utert.
Im Falle einer ESR-Messung eines Moleku¨ls oder Proteins mit zwei NSL bei tiefen Tempera-
turen < 200 K lassen sich die Dipol-Dipol-Wechselwirkungen der einzelnen Elektronenspins
erkennen.
Die tiefe Temperatur wird beno¨tigt um die Eigenbewegung der Proteine und NSL zu
verhindern, die ansonsten das Dipol-Potential u¨berlagern wu¨rde [Berliner, Hemminga,
2007, Steinhoff et al., 1997]. Die Verwendung eines Lo¨sungsmittels mit hoher Viskosita¨t
unterstu¨tzt die Immobilisierung ebenfalls [Klare, Steinhoff, 2009].
Im gefrorenen Zustand u¨berwiegen bei sehr kleinen Absta¨nden (< 8 A˚ ) der NSL die
Einflu¨sse der dipolaren Elektron-Elektron Wechselwirkungen und der J-J-Kopplung, welche
u¨ber die ESR kein differenzierbares Signal ergeben.
Erst ab einem Abstand von = 8 A˚ treten die dipolaren Wechselwirkungen der ungepaarten
Elektronenspins im Spektrum hervor.
Durch diese Wechselwirkung kommt es zu einer Aufspaltung der Absorptionslinien im






· ge · µB ·
(
3 · cos2 (θ)− 1) · 1
r3
θ: Winkel zwischen dem a¨ußeren Magnetfeld −→B und dem Spinvektor −→S
Fu¨r biologische Systeme kann von folgender Annahme ausgegangen werden:
Annahme: θ sei isotrop verteilt und fu¨r jedes gegebene θ sei die axiale Rotation um den
Spinvektor −→S sowie sa¨mtlich bewegliche Bindungen zwischen den Nitroxid-
gruppen und dem restlichen Peptid isotrop verteilt
Diese Annahme wu¨rde fu¨r ein System von Spins mit gegebenem θ ohne Beachtung der
dipolaren Wechselwirkungen zu einem Pulverspektrum fu¨hren [Rabenstein, Shin, 1995].
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Das tatsa¨chliche ESR-Spektrum wu¨rde sich dann aus einer Superposition dieses Pulver-
spektrums mit der entsprechenden dipolaren Linienerweiterungsfunktion, die auch als
Pake-Pattern bekannt ist, ergeben.
Pake-Pattern ist eine Verteilungsfunktion die in diesem Fall durch folgende Gleichung
beschrieben werden kann und in Abbildung 2.7 gezeichnet ist [Rabenstein, Shin, 1995]:





· ge · µB · 1r3
Abb. 2.7: Pake-Pattern Funktion
U¨ber eine Fouriertransformation lassen sich aus diesen Funktionen daraufhin Ru¨ckschlu¨sse
auf die Positionen beziehungsweise den Abstand der NSL schließen [Rabenstein, Shin,
1995].
Zur technischen Umsetzung wird dabei die Fast Fouriertransformation verwendet [Berliner,
Hemminga, 2007, Steinhoff et al., 1997].
Zur Simulation des Dipol-Dipol Spektrums wird das oben beschriebene Pulverspektrum u¨ber
die Superposition einer Gauss- und Lorentzfunktion mit den Parametern des g-Tensors
(gxx, gyy, gzz), A und den 3 Linienbreiten, der Breite des Gaussprofils, der Breite des
Lorentzprofils und der jeweiligen Anteile im Gesamtspektrum berechnet [Steinhoff et
al., 1997]. A bezeichnet hierbei die Hyperfeinstrukturkonstante und wird durch folgende
Gleichung definiert [Junk, 2010]:
A = gi·µK ·BJ√
J ·(J+1)
gI : Lande´-Faktor des Kerns
µK : Kernmagneton
BJ : Das durch den Kern erzeugte Magnetfeld
J : Hu¨llendrehimpuls
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Dieses simulierte Spektrum kann daraufhin anhand experimenteller Daten einer Messung
mit nur einem NSL (also ohne dipolare Wechselwirkung) verglichen werden und die
Parameter der Simulation u¨ber einen Fit entsprechend angepasst werden. Aufgrund der
komplexen Berechnung wird dabei ein iterativer, nicht-linearer Fit u¨ber die Methode der
kleinsten Fehlerquadrate durchgefu¨hrt bis die U¨berschneidung mit dem experimentellen
Spektrum maximal ist [Steinhoff et al., 1997].
Nun kann das Gesamtspektrum u¨ber Superpositon des simulierten “Powder-Spektrums”
und der dipolaren Linienverbreiterungsfunktion berechnet werden und u¨ber Anpassung des
Abstands % beider NSL und der Verteilungsbreite σ des Pake-Pattern an das experimentelle
Gesamtspektrum gefittet werden [Steinhoff et al., 1997].
In Abbildung 2.8 sieht man ein u¨ber das Programm “Dipfit2” berechnetes simuliertes
cw-ESR-Spektrum fu¨r eine Tieftemperaturmessung einer MBP-Doppelmutante an die der
NSL MTS gebunden wurde.
Die Fitkurve wird in Rot dargestellt, das gemessene cw-ESR-Spektrum in Schwarz. Der
kalkulierte Abstand in diesem Beispiel entspricht 1,5 nm.
Abb. 2.8: Experimentelles und simuliertes cw-ESR-Spektrum zweier,
an MBP gebundener MTS-Moleku¨le (Abstand beider Label 1,5 nm)
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2.3.2.6. Pulsed dipolar spectroscopy
Die Methode der pulsed dipolar spectroscopy (PDS) wurde vor u¨ber 30 Jahren eingefu¨hrt
und findet seit der kommerziellen Implementation von DEER-ESR-Spektrometern rege
Anwendung in der Forschung [Borbat, Freed, 2007].
Im Allgemeinen detektiert man in der PDS den Abfall des Elektron-Spin-Echos, aus
welchem sich die dipolare Elektron-Elektron Wechselwirkung zweier Spins S1 und S2
berechnen la¨sst.
Dieses Echo wird im Gegensatz zu der cw-Methode u¨ber einen Puls entlang der x-Achse des
rotierenden Laborsystems mit resonantem Mikrowellenfeld −→B1 fu¨r einen kurzen Zeitraum
τP erzeugt, der die Magnetisierung der paramagnetischen Probe in die x-y-Ebene auslenkt
[Jeschke, 2008]. Diese Auslenkung δ wird auch als Kippwinkel der Magnetisierung bezeichnet
und ist folgendermaßen definiert [Junk, 2010]:
δ = ω1 · τP = geµB~ ·B1 · τP
In der praktischen Anwendung werden Pulse im Bereich von Nanosekunden und Mikro-
wellenstrahlung sehr hoher Intensita¨ten verwendet um mo¨glichst das komplette Spektrum
erfolgreich anregen zu ko¨nnen.
Im Falle von δ = 90° spricht man von einem (pi/2)x-Puls und entsprechend gilt fu¨r einen
(pi)x-Puls eine Auslenkung von δ = 180°.
Da die Spins direkt nach der Anregung beginnen sich zu ihrem Ursprungsort (parallel zum
a¨ußeren Magnetfeld −→B0) zuru¨ckzubewegen, spielen nun die longitudinale Relaxationszeit
T1, die Zeit in der sich die Spins zur z-Achse bewegen, und die transversale Relaxationszeit
T2, die Zeit in der sich die Spins in der x-y-Ebene sammeln, eine entscheidende Rolle.
Zum besseren Versta¨ndnis sind T1 und T2 sowie eine Darstellung der u¨berlagerten Bewegung
der Spins in einer Kugel in Folge eines (pi/2)x-Pulses in Abbildung 2.9 dargestellt [Schweiger,
Jeschke, 2001].
Abb. 2.9: Graphische Darstellung der Relaxationsprozesse nach einem (pi/2)x-Puls.
A) longitudinale Relaxation; B) transversale Relaxation; C) U¨berlagerung beider
Relaxationsprozesse nach [Schweiger, Jeschke, 2001]
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Durch die starken Pulse und die vergleichsweise langsame Dissipation der Mikrowellenener-
gie im Resonator ist es technisch nicht mo¨glich, direkt nach der Anregung ein sto¨rfreies
Spektrum aufzuzeichnen, dies wird auch als Resonator-Ringing mit der Totzeit τR bezeich-
net [Schweiger, Jeschke, 2001]. Um eine tatsa¨chliche Messung des Spektrums zu ermo¨glichen
wird daher eine Pulsfolge beno¨tigt, welche das relevante Signal auf einen Zeitpunkt außer-
halb dieser Totzeit verschiebt.
Hierbei greift man auf Kenntnisse zuru¨ck, die erstmals 1950 von Erwin Hahn in der NMR-
Spektroskopie gewonnen wurden [Berliner et al., 2000].
Damals wurde folgendes Pha¨nomen entdeckt:
Bei Einsatz einer geschickt gewa¨hlten Pulssequenz tritt ein Wiederauftauchen der initialen
Magnetisierung des Spinsystems auf, man spricht in diesem Fall von einem Spin-Echo.
Die zeitliche Evolution des Spin-Echos wird durch die Spin-Spin-Relaxation, die dipola-
re Elektron-Elektron-Wechselwirkung, die Elektron-Kern-Hyperfeinaufspaltung und das
Quadrupolmoment des Kerns bestimmt. Im Falle der PDS wird nun nicht die dipolare
Linienverbreiterung approximiert, sondern durch Wahl einer geschickten Pulsfolge das
Spektrum auf den Einfluss des Heisenberg-Austauschs und der dipolaren Kopplung be-
schra¨nkt [Borbat, Freed, 2013, Jeschke et al., 2006]. So ko¨nnen beispielsweise auch Proben
mit geringer Spin-Label-Effizienz untersucht werden, da die Anteile der einfach gelabelten
Proben nur zu dem Hintergrundrauschen beitragen [Borbat, Freed, 2007].
Die double quantum coherence-ESR beschreibt eine spezifische Messmethode zur Analyse der
dipolaren Elektron-Elektron-Wechselwirkungen durch Isolierung des Elektron-Spin-Echos
und somit der Abstandsbestimmung zweier Spinlabel unter Verwendung einer spezifischen
Pulsabfolge [Borbat, Freed, 2013].
Der gro¨ßte Vorteil dieser Methode ist die Minimierung sto¨render Hintergrundsignale, ein
geringes Signal-Rausch-Verha¨ltnis und die mo¨gliche Bestimmung von Absta¨nden zwischen
10 und 80 A˚ zwischen 2 NSL [Borbat, Freed, 2007, Yang et al., 2012].
Die wohl am ha¨ufigsten verwendete PDS Methode ist die double electron-electron resonance
(DEER) in der eine 4-Pulssequenz verwendet wird. Das besondere hierbei ist die Unterteilung
in Observer- und Pumpspin, welche jeweils u¨ber eine separate Mikrowellenquelle erzeugt
werden mu¨ssen [Jeschke, 2008].
Mittels DEER-ESR-Spektroskopie ko¨nnen Absta¨nde in einem Bereich von 20 bis 80 A˚
detektiert werden [Berliner, Hemminga, 2007].
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Die 4-Puls-DEER-Sequenz
pi/2 (ωA)x− τ1 − pi (ωA)x− t− piELDOR(ωB)x− (τ1 + τ2–t)− pi (ωA)x− τ2
ist in Abbildung 2.10 dargestellt [Junk, 2010].
Abb. 2.10: Darstellung der Pulssequenz fu¨r eine DEER-Messung
Im Gegensatz hierzu wird fu¨r die DQC -Methode nur eine Pulsfrequenz mit einer 6-Puls-
Sequenz verwendet. Fu¨r die Anregung der Probe werden hierbei deutlich intensivere Pulse
verwendet, wodurch das detektierte Echo exakter bestimmbar ist. Im Vergleich zur DEER-
Messung beno¨tigt man fu¨r dieselbe Signalintensita¨t einen zehnfach sta¨rkeren Puls mit
einem Zehntel der Pulsdauer [Borbat, Freed, 2007].
Die DQC -Pulssequenz lautet
pi/2− tp − pi − tp − pi/2− td − pi − td− pi/2− (tm − tp)− pi − (tm − tp)
und findet sich in Abbildung 2.11 [Borbat, Freed, 2007].
Abb. 2.11: Darstellung der Pulssequenz fu¨r eine DQC -Messung
Wie bereits erwa¨hnt ist es technisch nicht mo¨glich, im Anschluss an einen Puls ein
sto¨rungsfreies Signal zu detektieren. Im Falle einer Pulssequenz unterscheidet man zwei
Fa¨lle.
Die absolute Totzeit, in der aufgrund von U¨berladung kein Signal detektiert werden kann,
und die relative Totzeit, in der das Signal durch U¨berlappung der Pulse im Versta¨rker,
bichromatische Effekte oder schrittweisen Phasenwechsel des Signals Sto¨rungen aufweisen
kann [Borbat, Freed, 2007].
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In Abbildung 2.12 sieht man das theoretische Signal einer DEER- bzw. DQC-Messung und
die Totzeitbereiche. Der Bereich der absoluten Totzeit ist in dunklem Grau unterlegt, die
relative Totzeit hingegen ist hellgrau markiert.
Abb. 2.12: Theoretisches DEER- (oben) bzw. DQC- (unten)
Signal in der ”Zeit-Doma¨ne” [Borbat, Freed, 2007].Der dunkelgraue Bereich entspricht der absoluten Totzeit;
Der hellgraue Bereich stellt die relative Totzeit dar
Man erkennt in Abbildung 2.12 im Falle der DQC -Methode einen deutlich gro¨ßeren freien
Messbereich des Signals, was auf eine ho¨here Auflo¨sung dieser Methode schließen la¨sst.
Betrachtet man Abbildung 2.13 wird klar, dass man zur vollsta¨ndigen Analyse des Spek-
trums aufgrund der Symmetrie nur eine Ha¨lfte des Spektrums beno¨tigt und daher auch
die DEER-Methode alle relevanten Daten liefert. Der Bereich relevanter Information ist in
Abbildung 2.12 mit t gekennzeichnet.
Ha¨ufig wird auch fu¨r die DQC -Messung der Datensatz auf eine Ha¨lfte beginnend bei
dem globalen Maximum reduziert, um keine u¨berschu¨ssigen Daten mitzufu¨hren und die
Auswertung zu erleichtern [Borbat, Freed, 2007].
Um mit dem nun detektierten Signal tatsa¨chlich Ru¨ckschlu¨sse auf die Dipol-Dipol-Wechsel-
wirkungen zweier NSL ziehen zu ko¨nnen, gilt folgende U¨berlegung equivalent zu
Abschnitt 2.3.2.5:
Da alle Spins parallel zum magnetischen Feld −→Bz ausgerichtet sind, gilt fu¨r den Spin-
Hamiltonoperator der Dipol-Dipol-Kopplung −−−→HDD folgende Na¨herung [Berliner, Hemminga,
2007, Jeschke et al., 2006, Borbat, Freed, 2013]:
HDD = µ04·pi·~·r312 · g1 · g2 · µ
2
B · (1− 3 · cos2(θ))
r12: Abstand der beiden NSL
θ: Winkel zwischen dem −→r12 und dem magnetischen Momenten −→µ1 bzw.−→µ2
Diese Na¨herung bildet die Grundlage zur Berechnung der Abstandsfunktion [Junk, 2010].
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Wie bereits im vorherigen Abschnitt beschrieben fu¨hrt ein solches Verha¨ltnis fu¨r Tempe-
raturen < 200 K und unter Annahme isotroper Verteilung von θ zur Ausbildung eines
Pulverspektrums wie in Abbildung 2.7 dargestellt.
Durch Fourier-Transformation dieses Pake-Patterns erha¨lt man das Signal in der ”Zeit-
Doma¨ne”, welche in diesem Fall auch als dipolare Oszillation bezeichnet wird [Yang et al.,
2012]. Dies ist in Abbildung 2.13 dargestellt:
Abb. 2.13: Fourier Transformation des dipolaren Pulverspektrums
von der ”Frequenz-Doma¨ne” in die ”Zeit-Doma¨ne”
Anhand dieser Oszillation kann draufhin, beispielsweise mittels Tikhonov-Regularisierung,
der Abstand der NSL berechnet werden [Junk, 2010, Rabenstein, Shin, 1995].
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2.3.3. Site-directed spin-labeling (SDSL)
Die Methode des SDSL wurde 1994 von W. Hubbell und Kollegen vorgestellt und fin-
det seither zunehmend Verwendung, vor allem in Kombination mit der Mutagenese des
Zielproteins [Berliner, Hemminga, 2007].
Wie bereits erwa¨hnt stellt das SDSL eine Methode zur kovalenten Bindung von Labeln an
Moleku¨le oder Proteine da, wodurch kaum Sto¨rungen im System ausgelo¨st werden und
die Flexibilita¨t der Proteine erhalten bleibt. Aufgrund der kleinen Nitroxidringe und der
hohen Signalsta¨rke der Nitroxide im ESR-Spektrum werden zumeist NSL-Moleku¨le als
Label verwendet [Berliner, Hemminga, 2007, Hustedt, Beth, 1999].
Die ha¨ufigste Anwendung als NSL finden dabei die Methanthiosulfonate, wie beispielsweise
MTS [Berliner et al., 1982, Berliner, Hemminga, 2007, Berengian et al., 1999, Hustedt, Beth,
1999, Klare, Steinhoff, 2009, Rabenstein, Shin, 1995]. Grund hierfu¨r ist zum einen die hohe
Stabilita¨t der Nitroxid-Radikale und zum anderen die hohe Selektivita¨t fu¨r Thiol-Gruppen,
die den NSL zielsicher an Cysteine bindet. Die entstandene Disulfidbindung bietet zudem
den Vorteil, dass sie durch Reduktionsmittel wie beispielsweise DTT reversibel gelo¨st
werden kann [Berliner et al., 1982].
Die Bindung von MTS an die Cysteingruppe eines Proteins ist in Abbildung 2.14 skizziert.
In der praktischen Durchfu¨hrung wird die Reaktivita¨t der Cysteingruppe durch vorherige
Inkubation mit einem Reduktionsmittel gewa¨hrleistet [Berliner, Hemminga, 2007].
Abb. 2.14: Bindung von MTS an eine Cysteingruppe
Durch die zielsichere Bindung der Methanthiosulfonate la¨sst sich jede beliebige Stelle der
Proteinstruktur untersuchen, indem die Cysteinpositionen der Aminosa¨uresequenz u¨ber
Mutagenese entsprechend angepasst werden. Ziel der Mutagenese ist eine AS-Sequenz, die
jeweils nur ein oder zwei Cysteine an gewu¨nschter Stelle aufweist, wohingegen weitere
Cysteine nur an fu¨r das Label unzuga¨nglichen Stellen vorhanden sein du¨rfen [Berliner,
Hemminga, 2007]. Dabei werden je nach Situation AS erga¨nzt, gelo¨scht oder ausgetauscht.
Hierbei ist jedoch darauf zu achten, dass keine fu¨r die Proteinfunktion entscheidenden
Bindungsstellen vera¨ndert werden und genu¨gend Platz fu¨r den NSL in der Proteinstruktur
vorhanden ist [Berliner et al., 1982]. Selbst schwer zuga¨ngliche Stellen lassen sich durch
vorherige Entfaltung des Proteins erreichen, dies setzt jedoch die reversible Faltung des
Proteins voraus.
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Vor allem fu¨r die Abstandsmessung zweier Spinlabel bietet das SDSL entscheidende Vorteile,
da die jeweiligen Aminosa¨urepositionen bekannt sind. Dadurch lassen sich auch effektiv
Ru¨ckschlu¨sse auf die Tertia¨rstruktur der Proteine ziehen [Hustedt, Beth, 1999, Berliner,
Hemminga, 2007, Feix, Klug, 2008].
Die Bindung zweier NSL u¨ber SDSL wird auch als Double-SDSL bezeichnet und ha¨ufig als
D-SDSL abgeku¨rzt.
Der Nitroxid Spinlabel MTS wird aufgrund seiner geringen Gro¨ße und hohen Stabilita¨t
ha¨ufig verwendet. Durch die geringe Gro¨ße wird die natu¨rliche Proteinstruktur nur minimal
gesto¨rt und aufgrund der Stabilita¨t kann die Probe in einer Vielzahl von Umgebungen
untersucht werden, wodurch die Funktionalita¨t des Proteins nicht beeintra¨chtigt werden
sollte. Durch einen mo¨glichst kleinen Abstand der Nitroxidgruppe von der AS wird der
Fehler bei der Kalkulation des Aminosa¨ure-Abstands minimiert. Im Falle des MTS betra¨gt
der Abstand des Nitroxid-Radikals vom Cβ-Atom der Cysteingruppe je nach Konformation
des Rings 5 - 8 A˚ und eignet sich daher fu¨r die Strukturuntersuchung von Proteinen [Klare,
Steinhoff, 2009].
Um eine bessere dreidimensionale Vorstellung des MTS zu vermitteln, ist die Struktur des
Spinlabels mit Hilfe der Software “Accelrys Discovery Studio 2.5.5” als eigens designtes
Moleku¨l erstellt worden und in Abbildung 2.15 dargestellt. In der Abbildung erkennt man
deutlich den Abstand und die mo¨gliche Bewegungsfreiheit der Nitroxidgruppe (N-Atom:
Blau; O-Atom: Rot) zu der an das Cystein bindenden Schwefelgruppe (S-Atom: Gelb).
Abb. 2.15: Dreidimensionale Darstellung des MTS
Um die tatsa¨chliche Cysteinpositionen im Protein und nicht nur den Abstand der Label
bestimmen zu ko¨nnen werden verschiedene Methoden eingesetzt.
Die einfachsten Methoden beziehen sich dabei auf die Verwendung von bereits bekannten
Strukturdaten wie beispielsweise durch Ro¨ntgenstrukturanalyse und einer Analyse mit
geeigneten Programmen.
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Um ein schnelles Ergebnis zu erhalten eignen sich vor allem so genannte “library-approach”
Programme in denen alle mo¨glichen bekannten Labelausrichtungen (“rotamers”) hinterlegt
sind und sterisch deren mo¨glicher Einsatz an der gewa¨hlten Stelle u¨berpru¨ft wird. Als
Ergebnis erha¨lt man eine Wahrscheinlichkeitsdichte der vorraussichtlichen Labelposition
und eine entsprechende Berechnung des NSL-Aminosa¨ure-Abstands [Polyhach 2013].
In Abbildung ist eine solche Simulation mit der Software “MMM 2015” fu¨r die Doppelmu-
tante MBP 08 exemplarisch dargestellt. Es kommt in diesem Beispiel zu einer U¨berlagerung
der mo¨glichen Aufenthaltsorte (Wahrscheinlichkeitsdichte) der jeweiligen Nitroxidgruppe
(lila), da das Programm die gegenseitige Beeinflussung der Spin-Label nicht beachtet.
Abb. 2.16: Dreidimensionale Darstellung des MTS
Ein weiteres Manko dieser Herangehensweise ist die absolut starre Proteinstruktur, da
durch den “approach” nur die Positionen des NSL-Cystein-Rests untersucht werden, eine
Bewegung innerhalb der restlichen Struktur aber unbeachtet bleibt.
Die wohl effektivste jedoch auch sehr zeit- und rechenaufwendige Methode ist die vollsta¨ndige
Simulation der Proteinstruktur inklusive des Labels und eine ausfu¨hrliche MD-Simulation
zur Bestimmung der wahrscheinlichsten Labelposition.
Bekannte Fehlerquellen des D-SDSL sind die ungewu¨nschte Bindung des NSL an natu¨rlich
vorkommende Cysteine oder etwaiger Funktionsverlust bei deren Entfernung und eine
unterschiedliche Reaktivita¨t beider Labelpositionen, beispielsweise bedingt durch sterische
Hinderungen, wodurch ein sto¨render Anteil einfach gelabelter Spezies entsteht. Beide
Fehlerquellen lassen sich durch geschickte Wahl der Reaktionsbedingungen minimieren.
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2.4. Mutagenese
Allgemein bezeichnet man mit Mutagenese eine Vera¨nderung im genetischen Code einer
Zelle, d. h. in der DNA.
Zufa¨llige Mutationen werden durch Energiezufuhr meist in Form von Strahlungsenergie
ausgelo¨st. Je kleiner die Wellenla¨nge der einfallenden Strahlung, umso wahrscheinlicher
ist der mutagene Effekt aufgrund des ho¨heren Energiegehalts. Daher eignet sich UV- oder
radioaktive Strahlung besonders gut als Mutationsquelle.
U¨ber 95% der zufa¨lligen Vera¨nderungen im Ablauf der Nukleotidsequenz eukaryotischer
Zellen spielen physiologisch keine nachweisliche Rolle, da diese im nicht-kodierenden Bereich
geschehen oder durch Reparaturmechanismen der Zelle korrigiert werden [Alberts et al.,
2002, Mattick, Makunin, 2006].
Wenn man im Zusammenhang mit gentechnischen Arbeiten wie beispielsweise SDSL von
Mutagenese spricht, so meint man meist die gezielte Mutagenese, also eine zielgerichtete
Vera¨nderung in einem kodierenden Abschnitt der DNA [Alberts et al., 2002].
U¨ber die gezielte Mutagenese lassen sich Zellen mannigfaltig beeinflussen.
Beispielsweise la¨sst sich die Synthese eines Proteins abstellen, indem man das zugeho¨rige
Start-Codon in der DNA vera¨ndert und die Translation somit verhindert. Dieses vorgehen
wird als Knock-Out-Mutation bezeichnet.
In den meisten Fa¨llen wird bei der gezielte Mutagenese die Punktmutation eingesetzt. Das
heißt es wird nur eine Nukleobase gegen eine andere ausgetauscht, ohne das Leseraster zu
vera¨ndern [Stratagene, 2004].
Mu¨ssen fu¨r die gewu¨nschte A¨nderung mehrere Nukleobasen ausgetauscht werden, so ist es
meist sinnvoll diese jeweils in einzelnen Punktmutationen auszufu¨hren.
Verwendet man Deletion oder Insertion so ist stets darauf zu achten, keinen “frame-shift”
zu erzeugen, durch den das gesamte Leseraster verschoben wird [Alberts et al., 2002].
Im Rahmen dieser Arbeit werden Punktmutationen zur spezifischen Vera¨nderung der
Aminosa¨uresequenz von MBP eingesetzt, um Cysteine in das Protein einzubringen und
dadurch die Bindung des Labels MTS und somit die Strukturuntersuchung mittels ESR--
Spektroskopie zu ermo¨glichen.
Die ga¨ngigste Methode, Punktmutationen zu erzeugen, ist das Erzeugen passender Primer
fu¨r jeden DNA-Einzelstrang, die an den Mutationspunkt binden. Die Primer stellen dabei
den passenden Gegenstrang mit Ausnahme der vera¨nderten gewu¨nschten Zielbase dar
und sollten gema¨ß den Kriterien fu¨r geeignete Mutagenese-Primer synthetisiert werden
[Stratagene, 2004]. Anhand dieser Primer wird dann mit Hilfe der PCR das Ausgangsplasmid
kopiert, die Ausgangs-DNA enzymatisch verdaut und das Zielplasmid erhalten.
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3. Aufgabenstellung
MBP stellt ein geeignetes Forschungsobjekt aufgrund seiner hohen Entfaltungsenthalpie, der
hohen Zuckeraffinita¨t und der Stabilisierung des Molten-Globule-Zustands dar [Sheshadri
et al., 1999].
Durch die Verwendung der SDSL-Methode mit MTS als NSL la¨sst sich ein deutliches
Signal schon bei geringen Proteinkonzentrationen empfangen und das Signalverhalten von
MTS ist durch die Literatur bereits bekannt, wodurch eine Analyse der Messdaten mo¨glich
ist [Berliner, Hemminga, 2007, Klare, Steinhoff, 2009, Steinhoff, Hubbell, 1996, Steinhoff
et al., 1997].
Die Eigenschaften von MBP, die Methode der Proteingewinnung sowie das spin-labeling
und die Stabilisierung des Molten-Globule-Zustands sind durch vorangegangene Arbeiten
bereits bekannt [Chen, 2013, Selmke, 2013].
Die Sequenz der vorhandenen a¨lteren Mutanten MBP 01 - 07 sollte u¨ber Sequenzierung
verifiziert, die Reinheit des maltosefreien Proteins u¨ber MALDI-Massenspektrometrie
besta¨tigt und die Stabilisierung des Molten-Globule-Zustands fu¨r alle Mutanten u¨berpru¨ft
werden.
Die Fa¨higkeit des MBP, selbst im Molten-Globule-Zustand seinen Liganden zu binden soll
fu¨r verschiedene Mutanten, insbesondere nahe der MBP Bindungsstelle untersucht werden.
Hierfu¨r sollen weitere Doppelmutanten durch gezielte Mutagenese erzeugt werden.
Es soll untersucht werden, ob substratfreies MBP im nativen sowie im MG-Zustand sowohl
in offener als auch geschlossener Konformation vorliegen kann.
Ziel dieser Arbeit ist die Untersuchung der offenen und geschlossenen Konformation von
MBP im nativen und MG-Zustand mit Hilfe der ESR-Spektroskopie.
Als Grundlage der ESR-Spektroskopie dienen im Haus durchgefu¨hrte cw-ESR-Messungen
und DQC -Messungen die bei unserem Kooperationspartner J. Freed im ACERT Institut
an der Cornell University, Ithaca, New York, durchgefu¨hrt werden.
Um pra¨zisere Ru¨ckschlu¨sse auf die tatsa¨chlichen Absta¨nden der Aminosa¨uren mittels
der ESR-Spektroskopie erhalten zu ko¨nnen, sollen die jeweiligen Mutanten u¨ber MD-
Simulationen auf die Position und Ausrichtung der NSL kalkuliert werden.
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4. Ergebnisse und Diskussion
4.1. Mutagenese und Kontrolle der MBP-Mutanten
Zu Beginn dieser Arbeit lagen die Plasmide der Mutanten MBP 01 - 07 sowie P298C, die
uns seitens unseres Kooperationspartners R. Varadarajan aus Indien zur Verfu¨gung gestellt
wurden, weiterhin das Plasmid des MBP-Wildtyps und die wa¨hrend meiner Diplomarbeit
auf Basis der Einfachmutante P298C erzeugten Mutanten MBP 08 und 09 vor. Die
Mutagenese wurde dabei entsprechend des Quick Change Protokolls in Abschnitt 11.1.1
durchgefu¨hrt.
Eine U¨bersicht u¨ber die einzelnen Plasmide sowie die Bezeichnung der jeweiligen Mutanten
sind Tabelle 4.1 zu entnehmen.
Tab. 4.1: U¨bersicht verwendeter Plasmide und Bezeichnung der entsprechenden Mutante
Plasmid Mutante
pMAL c2x P298C T031C MBP 01
pMAL c2x P298C D082C MBP 02
pMAL c2x P298C N124C MBP 03
pMAL c2x P298C K175C MBP 04
pMAL c2x P298C K313C MBP 05
pMAL c2x P298C Q325C MBP 06
pMAL c2x P298C S238C MBP 07
pMAL c2x P298C S233C MBP 08
pMAL c2x P298C R316C MBP 09
pMAL c2x N234C D296C MBP 10
pMAL c2x N234C K015C MBP 11
pMAL c2x S233C MBP S233C
pMAL c2x N234C MBP N234C
pMAL c2x D296C MBP D296C
pMAL c2x P298C MBP P298C
pMAL c2x R316C MBP R316C
pMAL c2x MBP Wt
33
Um Fehler wa¨hrend der ha¨ufigen Vervielfa¨ltigung der Plasmide u¨ber Transformation, Kul-
tivierung und Plasmidpra¨paration auszuschließen und die niedrige Proteinexpressionsrate
von MBP 03 und MBP 05 zu untersuchen, wurden die Plasmide MBP 01 - 07 sowie das
des Wildtyps, in ausreichenden Mengen synthetisiert und zur Sanger-Sequenzierung in der
Firma “Seq-it”, Kaiserslautern, mit den Primern M13 for und M13 rev(-48) geschickt.
Die Sequenzierung der Mutanten MBP 08, 09 und P298C wurde bereits im Rahmen der
Diplomarbeit durchgefu¨hrt.
Die vollsta¨ndige Sequenz ergibt sich dabei durch U¨berschneidung der beiden sequenzierten
Abschnitte, da das verwendete “OS”-Verfahren eine Reichweite von ca. 800 Basenpaaren
aufweist und die Gesamtla¨nge der MBP Basensequenz 1113 Basenpaare betra¨gt. Die
Basensequenz und die Bindungsstelle im Plasmid pMAL c2x dieser Primer la¨sst sich im
Anhang 11.1 finden.
Die komplette Basensequenz des Plasmids pMAL c2x ist Quelle [www.addgene.com] zu
entnehmen. Sa¨mtliche nachfolgenden Positionsangaben beziehen sich auf diese Sequenz.
Diese Basensequenz entspricht der von New England Biolabs pra¨sentierten Sequenz des
pMAL c2x Plasmids bis auf 3 Vera¨nderungen.
Zwischen Position 3323 und 3324, also im nicht relevanten Bereich des Plasmids, erfolgte
seitens NEB die Insertion einer Thymin Base.
An den Positionen 3607 und 3608 wurden die Basen “T” und “C” gegen “C” und “T”
ausgetauscht, diese liegen im Ampicillin-Resistenz-codierenden Bereich des Plasmids.
Die Sequenzierung lieferte folgende Ergebnisse:
• Die Sequenzierung des MBP Wt verlief erfolglos, da keine Bindung mit dem Primer
M13 for eintrat.
• Die Mutanten 01, 02, 04, 06 - 09 entsprechen zu hundert Prozent der erwarteten
Basensequenz im MBP codierenden Bereich
• Sa¨mtliche Mutanten weisen eine Deletion der Base Cytosin an Position 1481 auf,
durch die die Funktion des Plasmids nicht beeinflusst wird.
• In allen Fa¨llen konnten an den Positionen 2358 und 2490 folgende Punktmutationen
“A”->“G” und “T”->“C” beobachtet werden.
Diese liegen zwar innerhalb des MBP codierenden Bereichs, vera¨ndern aber die
Aminosa¨uresequenz nicht, da in diesen Fa¨llen die gleiche AS codiert wird.
• Bei allen Mutanten konnte die erfolgreiche Insertion des 81 Basenpaare langen
Abschnitts “ATTATGAAAA·TAAAAACAGG·TGCACGCATC·CTCGCATTAT·-
CCGCATTAAC·GACGATGATG·TTTTCCGCCT·CGGCTCGCGC·C” an der NdeI-
Schnittstelle des Plasmids nachgewiesen werden.
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Damit liegt dieses Insert direkt vor dem Startcodon 1528 - 1530 der MBP-Sequenz und
erga¨nzt die Basensequenz des MBP-Signalpeptids “MKIKTGARIL·ALSALTTMMF·-
SASALA”, welches in E. coli fu¨r den Transport des Proteins in das Periplasma
zusta¨ndig ist. Hierdurch soll der Transport des MBP in das Periplasma gefo¨rdert
und dadurch eine ho¨here Proteinausbeute gewa¨hrleistet werden. Prima¨r liegt diese
Sequenz im Plasmid nicht vor da MBP im pMAL System als Fusionsprotein verwendet
wird, um die Lo¨slichkeit des Zielproteins zu erho¨hen und eine Aufreinigung u¨ber
Affinita¨tschromatographie zu ermo¨glichen.
• Bei der Mutante MBP 03 waren außer der gewu¨nschten Mutation der Abschnitt
“CATATG” an der Position 1525 - 1530 deletiert und folgende Punktmutation 2434
“G”->“A” wurde detektiert.
Durch diese Vera¨nderungen fehlen die Aminosa¨uren Histidin und Methionin an der
Verbindungsstelle der MBP-Signalsequenz zum Protein selbst.
Außerdem kommt es zur Mutation von Valin zu Isoleucin an der AS-Position 302. Es
wa¨re in diesem Fall also eigentlich von einer Dreifachmutante N124C P298C V302I
zu reden.
• Im Falle von MBP 05 zeigt sich neben der gewu¨nschten Mutation eine Punktmutation
“A”->“G” an der Stelle 2488. Diese Mutation fu¨hrt zum Austausch von Threonin durch
Alanin, was ebenfalls die Entstehung einer Dreifachmutante P298C K313C T320A
zur Folge hat. Die geringere Expressionrate der MBP 05 Mutante kann durch den
Austausch der polaren Aminosa¨ure gegen eine hydrophobe Aminosa¨ure erkla¨rt werden.
Zusammenfassend kann gesagt werden, die Mutanten MBP 01, 02, 04, 06, 07, 08 und 09
entsprachen der gewu¨nschten Basensequenz und ko¨nnen so fu¨r die nachfolgenden Arbeiten
eingesetzt werden.
In den nachfolgenden Absa¨tzen wird ha¨ufig die Bezeichnung der ”erfolgreichen” Mutation
verwendet, zur Begriffskla¨rung sei gesagt dass dies die positive Besta¨tigung der Plasmidla¨nge
u¨ber Agarose-Gelelektrophorese und den Nachweis der erwu¨nschten Sequenz u¨ber San-
ger-Sequenzierung mit den Primern M13 for und M13 rev(-48) in der Firma “Seq-it”,
Kaiserslautern, beinhaltet. Die in den jeweiligen Punktmutationen verwendeten Primern
sind im Anhang im Abschnitt 12.2.4 aufgefu¨hrt.
Die Mutanten MBP 03 und MBP 05 konnten auf Basis der Singlemutante P298C u¨ber eine
entsprechende Punktmutation hergestellt werden. Die Mutagenese wurde entsprechend des
Phusion-Protokolls in Abschnitt 11.1.1 erfolgreich durchgefu¨hrt.
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Zur weiteren Analyse des MBP Wt-Plasmids wurde eine vergleichende Agarose-Gelele-
ktrophorese der Plasmide P298C und Wt nach BamHI-Verdau durchgefu¨hrt. Man konnte
erkennen, dass das MBP-Plasmid eine um 800-1000 Basenpaare ku¨rzere Sequenz aufweist.
Um den Verdacht zu besta¨tigen, dass es sich bei diesem Plasmid um den Vektor pMAL c5x
[NEB, 2007] handeln ko¨nnte, wurde eine Sequenzierung mit dem Tac Promotor Primer
und dem hierfu¨r im ”Clone Manager 9.0” designten Primer pMAL c5x for durchgefu¨hrt.
Die verwendeten Primer fu¨hrten zu einer erfolgreichen Sequenzierung des Plasmids und
besta¨tigten im Messbereich die erwartete Sequenz des pMAL c5x-Vektors. Der vollsta¨ndige
Vektor wurde fu¨r diese Arbeit nicht sequenziert und aufgrund der fehlenden MBP-
Signalsequenz und einer Mutation der Aminosa¨ure Valin an Position 312 zu Alanin im
Rahmen dieser Arbeit nicht weiter verwendet.
Um das gewu¨nschte MBP Wt-Plasmid zu erhalten, wurde an der Mutante P298C eine
Punktmutation ausgefu¨hrt, bei der direkt das gesamte Codon “TGC” an Position 2422 -
2424 gegen das urspru¨ngliche Codon “CCG” ausgetauscht wurde. Die entsprechenden
Primer sind im Anhang 12.2.4 dargestellt.
Auf Basis der neuen Mutante MBP Wt wurden im Anschluss die Einfachmutanten MBP
S233C und R316C mit den bereits fu¨r die Mutation der Mutanten MBP 08 und 09
vorhandenen Primern erfolgreich hergestellt.
Diese Einfachmutanten werden fu¨r die exakte Bestimmung der Dipfit-Parameter mittels
cw-ESR-Messung der Mutanten MBP 08 und 09 beno¨tigt [Steinhoff, Hubbell, 1996]. Die
Ergebnisse dieser verbesserten cw-ESR-Abstandskalkulation werden im Rahmen dieser
Arbeit nicht pra¨sentiert.
Um die geo¨ffnete und geschlossene Konformation des Maltose bindenden Proteins schlu¨ssig
untersuchen zu ko¨nnen, wurden weitere Mutanten beno¨tigt, deren Cysteinpositionen nahe
dem aktiven Zentrums liegen, die Funktion von diesem jedoch nicht behindern.
Durch MD-Simulationen im ”Accelrys Discovery Studio 2.5” auf Basis der Ro¨ntgenstruktur-
daten beider Zusta¨nde [1ANF, 1OMP] und Analyse der mo¨glichen Mutationsstellen und
der entsprechenden Primereigenschaften im ”Clone Manager 9.0” wurden Asparagin an
Positionen 234 und Asparaginsa¨ure an Position 296, sowie Arginin an Position 316 fu¨r die
Mutagenese gewa¨hlt.
Zuerst wurden die Einfachmutanten MBP N234C, D296C und R316C sowie anschließend
auf Basis von MBP N234 die Doppelmutanten MBP 10 und 11 erfolgreich hergestellt.
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4.2. Reinheitsnachweis des Maltose bindenden Proteins
Um die Effizienz der Proteinreinigung, die Entfernung der Maltose und die Stabilisie-
rung des Molten-Globule-Zustands fu¨r alle Mutanten zu u¨berpru¨fen, wurden verschiedene
Untersuchungen durchgefu¨hrt.
4.2.1. SDS-PAGE
Zur Kontrolle der Reinheit der MBP-Mutanten nach der Aufreinigung durch die Amylose-
Resin-Sa¨ule wurden alle Mutanten in einem 15%-Acrylamidgel mit dem AppliChem Protein-
Marker III [AppliChem PM III] aufgetragen.
In Abbildung 4.1 sind von rechts nach links der Marker und die Mutanten MBP Wt, S233C,
P298C, 01, 02, 03, 04, 05 sowie in Abbildung 4.2 der Marker und die restlichen Mutanten
MBP 06, 07, 08, 09, 10, 11 aufgetragen.
Abb. 4.1: 15%-Acrylamidgel
der SDS-PAGE.
Von links nach rechts:
Marker, MBP Wt, S233C,
P298C, 01, 02, 03, 04, 05
Abb. 4.2: 15%-Acrylamidgel
der SDS-PAGE.
Von links nach rechts:
Marker, MBP 06, 07,
MBP 08, 09, 10, 11
Neben der erwarteten Bande von MBP bei ungefa¨hr 41 kDA (MBP + Maltose) ist in keiner




Unter der Bezeichnung MALDI versteht man die Matrix–assistierte Laser–Desorptions–
Ionisierung, welche eine Methode zur Massenanalyse chemischer Verbindungen beschreibt.
Zur Messung wurde das MALDI-TOF-Massenspektrometer aus dem Arbeitskreis von Prof.
Niedner-Schatteburg verwendet. Die Abku¨rzung TOF steht dabei fu¨r time-of-flight-Detek-
tion der ionisierten Partikel.
Ziel dieser Messung war einerseits eine weitere Reinheitsuntersuchung der MBP-Proben
sowie die Kontrolle der erfolgreichen Maltose-Entfernung durch die mehrstufige Urea-
Dialyse, welche im Abschnitt 11.1.1 na¨her beschrieben ist. Die Messung wurde in einem
Bereich von 20 - 80 kDa durchgefu¨hrt, um eine Verunreinigung durch anderen Proteine
ausschließen zu ko¨nnen.
Alle abgebildeten Mutanten wurden entsprechend Abschnitt 11.1.1 aufgereinigt und fu¨r
die MALDI-Messung angesetzt. Die detektierten Spektren der aufgereinigten MBP-Proben
sind in Abbildung 4.3 dargestellt.
Zur besseren Datenbearbeitung und Darstellung wurden die Spektren zweimal mit einer
Savitzky-Golay-Filterfunktion (Polynomialgla¨ttung) dritter Ordnung mit 7 Werten (Koeffi-
zienten 7, 6, 3, -2) gegla¨ttet und auf den jeweils dritten Messwert reduziert. Durch diese
Methode werden die Peaks nicht verschoben und der Datenverlust durch die Reduktion
der Datenpunkte wird minimiert, eine graphische Darstellung der Gla¨ttung ist in
Kapitel 13 zu finden.
Abb. 4.3: MALDI-Spektren verschiedener MBP-Mutanten
Von unten nach oben geordneten: MBP Wt, S233C, P298C sowie 01 - 11
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Man erkennt deutlich, dass in keinem der Spektren eine Verunreinigung der Proben durch
Fremd-Proteine vorliegt.
Zur besseren U¨bersicht werden die Mutanten MBP Wt, S233C und 01 in Abbildung 4.4 im
Bereich von 38 - 44 kDa dargestellt.
Abb. 4.4: MALDI-Spektren im Bereich von 38 - 44 kDa
Von unten nach oben geordneten: MBP Wt, S233C sowie 01
In Abbildung 4.3 und 4.4 wird ersichtlich, dass die Spektren jeweils einen Peak im Bereich
um 40.7 kDa aufweisen, was der Gro¨ße des reinen MBP-Proteins entspricht.
Das in der Basensequenz vorkommende MBP-Signalpeptid wu¨rde die MBP-Aminosa¨ure-
sequenz um 26 AS verla¨ngern und auf ein Gesamtgewicht von 43.4 kDa (Kalkulation
durch das ProtParam-Tool von ExPasy) bringen. Da bei keiner Mutante ein Peak an dieser
Stelle detektiert werden konnte, ist die erwartete Entfernung des Signalpeptids in der
Proteinprozessierung eingetreten
Auch die erfolgreiche Entfernung der Maltose kann durch diese Messungen besta¨tigt werden,
denn durch das zusa¨tzliche Gewicht der gebundenen Maltose wu¨rde man eine Verschiebung
um ungefa¨hr 0.34 kDa erwarten, welche wie in den Abbildungen ersichtlich bei keiner der
Mutanten feststellbar ist.
Zusammenfassend mit der SDS-PAGE kann gesagt werden, die Aufreinigung der Mutanten
verlief erfolgreich und das Maltose bindende Protein liegt in maltosefreier Form vor.
Als weitere Besta¨tigung der vollsta¨ndigen Maltose-Entfernung wurde ein enzymatischer
Maltose-Assay durchgefu¨hrt, bei dem der Zucker durch α-Glucosidase zu Glucose, an-
schließend u¨ber Hexokinase und Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase zu 6-Phosphogluconat
umgesetzt und das dabei entstehende NADH detektiert wird. Auch hierbei konnte die
Entfernung der Maltose belegt werden [Nickolaus, 2017].
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4.2.3. ANS-Fluoreszenz-Messung
Zur Besta¨tigung des stabilisierten Molten-Globule-Zustands der MBP-Mutanten wurde die
ANS-Bindung fu¨r alle Mutanten bei pH 7 und pH 3 untersucht.
Der Molten-Globule-Zustand ist ein U¨bergangszustand bei der Proteinfaltung, in dem
strukturelle Elemente ohne die Ausbildung der Tertia¨rstruktur vorhanden sind.
Die zunehmende Ausbildung der Tertia¨rstruktur eines Proteins verhindert die ANS-Bindung
an die zuvor zuga¨nglichen hydrophoben Seitenketten, wodurch die Intensita¨t der ANS-
Fluoreszenz deutlich abnimmt.
Der Molten-Globule-Zustand wird auch als der Punkt definiert, an dem die Fluoreszenz des
ANS-Protein-Komplexes maximal ist [Sheshadri et al., 1999]. Die ANS-Bindung von MBP
wurde bereits 1999 von Sheshadri et al. untersucht und der stabilisierte Molten-Globule-
Zustand bei pH 3 entdeckt. Die Stabilisierung des MG-Zustands der Mutanten MBP 01 - 07
wurde bereits erfolgreich durch Reichenwallner et al. nachgewiesen [Reichenwallner et al.,
2013].
In dieser Arbeit wurden im Hinblick auf den mo¨glichen Einfluss der Maltose-Bindung im
MG-Zustand alle aufgereinigten maltosefreien Mutanten mit und ohne Zugabe von 20 mM
Maltose (Maltose-U¨berschuss) entsprechend der in Abschnitt 11.1.1 beschriebenen Methode
untersucht.
Zur besseren U¨bersicht werden die Intensita¨t und die Verschiebung des Absorptionsspek-
trums getrennt voneinander betrachtet.
Zum Vergleich der gemessenen Intensita¨t der ANS-Spektren sind in den Abbildungen 4.5
(pH 7) und 4.6 (pH 3) exemplarisch jeweils der Wildtyp, eine Einzel- und eine Doppelmutante
mit und ohne Maltose abgebildet, um die Zunahme der Intensita¨t durch die Bindung des
ANS an das Protein zu besta¨tigen, welche im Falle des Molten-Globule-Zustands eintritt.
Hierbei ist es wichtig den Einfluss der verwendeten Spaltbreite zu beachten, welcher jeweils
in Klammern in der nebenstehenden Legende angegeben ist.
Um die Verschiebung des Absorptionsspektrums beobachten zu ko¨nnen, wurden alle
gemessenen Spektren auf den Wertbereich von 0 bis 1 normiert und in den Abbildungen
4.7 (pH 7) und 4.8 (pH 3) u¨berlagert dargestellt.
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Abb. 4.5: ANS-Fluoreszenz-Messung des MBP-Wildtyps,
der Einzelmutante P298C und der Doppelmutante 01 bei pH 7
Abb. 4.6: ANS-Fluoreszenz-Messung des MBP-Wildtyps,
der Einzelmutante P298C und der Doppelmutante 01 bei pH 3
In beiden Abbildungen ist eine deutliche Zunahme der Intensita¨t zwischen der reinen
0.1 mM ANS-Lo¨sung und den Proteinproben erkennbar.
Im Falle der Messungen bei pH 7 (Abb. 4.5) zeigt sich die Intensita¨t der Doppelmutante
mit Spaltbreite 2.5 nm halb so hoch wie die Intensita¨t der reinen ANS-Probe mit einer
Spaltbreite von 5 nm.
Die Messungen bei pH 3 hingegen weisen fu¨r die Proteinproben eine fu¨nffach ho¨here
Intensita¨t bei dem gleichen Unterschied der Spaltbreiten auf.
Die Zunahme der gemessenen Intensita¨t in Abbildung 4.6 besta¨tigt die vermehrte Bildung
des ANS-Protein-Komplexes bei pH 3 und somit die Stabilisierung des Molten-Globule-
Zustands.
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Abb. 4.7: Normierte Spektren der ANS-Fluoreszenz-Messung bei pH 7.
Von unten nach oben geordnet: ANS-Lo¨sung pur, MBP 01 - 11, Wt, S233C, P298C
Abb. 4.8: Normierte Spektren der ANS-Fluoreszenz-Messung bei pH 3.
Von unten nach oben geordnet: ANS-Lo¨sung pur, MBP 01 - 11, Wt, S233C, P298C
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In den Abbildungen 4.7 und 4.8 erkennt man deutlich das gleichma¨ßige Verhalten aller
MBP-Mutanten in Bezug auf das Absorptionsmaximum.
Deutlich erkennt man im Vergleich der ANS-Pur-Probe mit den MBP-Mutanten den hyp-
sochromen Effekt der ANS-Protein-Bindung im Falle der Messungen bei pH 3, wohingegen
keine A¨nderung des gemessenen Absorptionsmaximum bei pH 7 auftritt.
Die ANS-Fluoreszenz-Messungen besta¨tigen, dass der MG-Zustand fu¨r alle Mutanten
bei pH 3 stabilisiert wird und die jeweiligen Cysteine keinen sto¨renden Einfluss auf die
Auspra¨gung des Zustands haben.
Ein Unterschied der jeweiligen Spektren fu¨r die Messreihen mit und ohne Maltose kann
weder bei pH 3 noch bei pH 7 festgestellt werden.
Durch die Zugabe der Maltose wird die Ausbildung des MG-Zustands nicht eingeschra¨nkt.
Weitere ANS-Fluoreszenz-Messungen im Arbeitskreis belegen auch die langfristige Sta-
bilisierung des Molten-Globule-Zustands bei pH 3 nach mehrstu¨ndiger Inkubation und
Inkubation u¨ber Nacht ohne Ru¨ckfaltung oder Zerfall des MBP [Chakour, 2015, Nickolaus,
2017].
4.2.4. Circulardichroismus
Eine weitere Mo¨glichkeit zur Strukturuntersuchung von Proteinen im nativen und MG-
Zustand bietet die nah- und fern-UV-Circulardichroismus-Messung (nah-/fern-CD).
Bei dieser Untersuchungsmethode wird die Ablenkung und Absorption eines links- und eines
rechts-zirkulierenden Lichtstrahls mit gleicher Wellenla¨nge und Intensita¨t durch eine optisch
aktive Substanz gemessen. Im Falle einer Proteinlo¨sung kommt es im nah-UV-Bereich
(300 bis 250 nm) zur Absorption durch aromatische Aminosa¨uren und Disulfidbru¨cken, im
fern-UV-Bereich (250 bis 190 nm) finden die U¨berga¨nge aufgrund der Peptidbindungen
statt.
Spezifische Erkenntisse u¨ber die Tertia¨rstruktur eines Proteins ko¨nnen mit dieser Methode
nicht erhalten werden. Der Vergleich verschiedener Spektren la¨sst jedoch deutliche Ru¨ck-
schlu¨sse auf Vera¨nderungen in der Proteinstruktur zu.
In Quelle [Chen, 2013] sind verschiedene Messungen von MBP bei pH 7, pH 3 und im
Fall der vollsta¨ndigen Denaturierung durch 8 M Harnstoff bei pH 7 aufgefu¨hrt und zeigen
eindeutig die Auspra¨gung eines teilweise entfalteten Zustands bei pH 3.
Durch Zugabe von Maltose konnte in diesen Messungen eine deutliche Stabilisierung der
Sekunda¨rstruktur im Molten-Globule-Zustand bei pH 3 beobachtet werden.
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4.3. Simulation von MBP
4.3.1. Design neuer Mutanten
Um die mo¨glichen Cysteinpositionen fu¨r die Untersuchung der Konformationsa¨nderung des
MBP bestimmen zu ko¨nnen, wurde das Protein u¨ber die Software “Accelrys Discovery Studio
2.5.5” auf Basis von Ro¨ntgenstrukturdaten simuliert. Zur Grundlage der Simulationen
wurden die geo¨ffnete Konformation [1FQB, 1OMP] und die geschlossene Konformation
[1ANF, 1FQC] verwendet [www.rcsb.org].
Um die bei der Erfassung der Ro¨ntgenstrukturdaten typischen Grundfehler zu korrigieren,
wurden die Strukturen 1ANF, 1FQB, 1FGC und 1OMP mit dem “CHARMm”-forcefield
typisiert [Brooks et al., 1982, MacKerell, 2012] und eine vollsta¨ndige Energieminimierung
mit den im Anhang 14 beschriebenen Parametern durchgefu¨hrt.
In allen weiteren Abschnitten werden die minimierten Strukturen verwendet, aus denen
etwaige Wassermoleku¨le entfernt wurden. Die Strukturen werden als “ Min” bezeichnet.
Das fu¨r diese Simulationen verwendete Kraftfeld “CHARMm” ist eine kommerzielle Version
des bekannten “CHARMM”-Kraftfelds und findet hier kongruente Anwendung, insbeson-
dere da in der verwendeten Software die Verwendung eigens designter Moleku¨le nur mit
Verwendung dieses Kraftfeldtyps erlaubt wird.
Es wurden jeweils einzelne, a¨ußere Aminosa¨uren auf beiden Seiten der Bindungsspalte
des MBP gewa¨hlt und die A¨nderung des Abstands dieser in den Strukturen 1ANF Min
gegenu¨ber 1OMP Min sowie 1FQB Min gegenu¨ber 1FQC Min analysiert.
Die mo¨glichen Mutanten, die in dieser Gegenu¨berstellung eine mo¨glichst große Abstandsa¨n-
derung und einen fu¨r spa¨tere ESR-Messungen geeigneten Mindestabstand aufwiesen, wurden
mit dem Programm “Clone Manager Suit 9.0” auf die Durchfu¨hrbarkeit der beno¨tigten
Punktmutationen untersucht und anschließend in “MMM 2015” auf die Labeleffizienz
untersucht. Die Ergebnisse der “MMM”-Simulation sind in Tabelle 4.2 aufgefu¨hrt.
Die Labeleffizienz wird dabei hauptsa¨chlich durch die Anzahl der mo¨glichen bindenden
Rotamere und deren Freiheitsgrade durch Kalkulation einer Partitionsfunktion berechnet
[Polyhach 2013].
Fu¨r die weitere Untersuchung der Konformationsa¨nderung des Maltose bindenden Proteins
wurden die Mutanten N234C&D296C (MBP 10) und N234C&K015C (MBP 11) gewa¨hlt.
4.3.2. MMM-Simulation der MTS-Absta¨nde
Um fu¨r alle MBP-Mutanten schnell die erwarteten MTS-Absta¨nde und die Labeleffizienz
der jeweiligen Aminosa¨urepositionen zu bestimmen, wurde der unter 2.3.3 beschriebene
“library-approach” mit dem Programm “MMM 2015” verwendet.
Als Grundlage der Simulation dienen auch hier wiederum die Ro¨ntgenstrukturen 1OMP
der geo¨ffneten und 1ANF der geschlossenen Konformation des Maltose bindenden Proteins.
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Zur Kalkulation des MTS-Abstands wurden die pdb-files in “MMM 2015” u¨ber die
Biochemistry-Funktion mit dem “SCRWL4”-Tool bearbeitet, um die entsprechenden Muta-
tionen in der Aminosa¨uresequenz durchfu¨hren zu ko¨nnen. Anschließend wurde das gesamte
Protein mit der EPR-Scan-Funktion auf mo¨gliche Bindungen des Nitroxidlabels MTS
analysiert und der entsprechende Bericht gespeichert. Die in Tabelle 4.2 aufgefu¨hrten Daten
entsprechen den Ergebnissen dieser Analyse.
Im Abschnitt 4.3.4 werden diese Daten mit den aus der MD-Simulation gewonnen Absta¨nden
verglichen.
Zur graphischen Veranschaulichung wurden die berechneten MTS-Rotamere angebunden
und die Dichteverteilung begutachtet. Exemplarisch ist in Abbildung 4.9 die Gesamtstruktur
von 1OMP MBP 08 mit allen mo¨glichen MTS-Rotameren (gelb) und der Wahrscheinlich-
keitsdichte der Nitroxidgruppe (lila) dargestellt. Die blauen Pfeile markieren den Bereich
der β-Faltblatt- sowie die orangenen Wirbel die α-Helixstrukturen.
In Abbildung 2.16 (Abschnitt 2.3.3) findet sich ein na¨herer Ausschnitt der Bindungsspalte
derselben Mutante ohne die gelbe Hervorhebung der MTS-Rotamere.
Abb. 4.9: MMM-Simulation von 1OMP MBP 08 mit MTS.
Gelb: MTS-Rotamere
Lila: Wahrscheinlichkeitsdichte der Nitroxidgruppen
Die Ergebnisse der MMM-Simulation sind fu¨r alle 11 Mutanten in Tabelle 4.2 aufgefu¨hrt.
Die Labeleffizienz der einzelnen Positionen wurde fu¨r beide Konformationen bestimmt,
wobei die geo¨ffnete Konformation 1OMP als der fu¨r das Spinlabeling entscheidende Zustand
betrachtet wird, da die Mutanten im maltosefreien Zustand gelabelt werden. Die Bewertung
“tight” bedeutet keinesfalls, dass eine Bindung an dieser Position nicht mo¨glich wa¨re, sondern
nur eine entsprechende Wahrscheinlichkeit, dass das Labeling fehlschla¨gt.
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Hierbei wa¨ren vor allem auch die in Abschnitt 2.3.3 erwa¨hnten Einschra¨nkungen der
“MMM”-Methode zu beachten.
Die Mutanten 01 - 07 wurden bereits in vergangenen Arbeiten vielfach erfolgreich gela-
belt und ESR-spektroskopisch vermessen, obgleich die Bestimmung der Labeleffizienz fu¨r
Position C298 einen sehr geringen Wert aufweist.
Tab. 4.2: Ergebnisse der “MMM”-Simulation
Mutante Konfor-mation
MTS-Abstand [nm] Position 1 Position 2
NO-
Abstand













































































1ANF 2.37 0.15 tight good
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4.3.3. MD-Simulation der MTS-Absta¨nde
Als Grundlage dieser Arbeit wurden die Strukturen 1ANF Min fu¨r die geschlossene und
1OMP Min fu¨r die offene Konformation verwendet. Die in der Struktur 1ANF gebundene
Maltose wurde fu¨r alle Simulation in der Bindungsspalte belassen [1ANF] und mit der
u¨brigen Proteinstruktur in die Kalkulationen mit einbezogen. Die offene Konformation
1OMP hingegen wurde ohne den Liganden simuliert [1OMP].
Um die gelabelten Mutanten mit “Accelrys Discovery Studio 2.5.5” vollsta¨ndig darstellen
zu ko¨nnen, wurde ein theoretisches Model der MTS-Gruppe entsprechend Abbildung 2.14
erzeugt und das Schwefelatom als Bindungspunkt gewa¨hlt um die Disulfidbru¨cke mit
Cystein ausbilden zu ko¨nnen.
Fu¨r jede der 11 Doppelmutanten wurde eine eigene Datei erstellt und die jeweiligen
Aminosa¨uren durch Cystein ersetzt und mit der MTS-Gruppe verbunden.
Der Abstand der MTS-Stickstoffmoleku¨le wurde markiert, mit dem “Distance Monitor”
verfolgt und wird in dieser Arbeit als MTS-Abstand betrachtet.
Die entstandene Struktur wurde im Anschluss mit dem “CHARMm”-forcefield neu typisiert
und eine weitere vollsta¨ndige Energieminimierung durchgefu¨hrt.
Die Position des Spin-Labels wurde daraufhin durch direkte Drehung der S-S-Einfachbindung
in eine neue Position bewegt und jeweils erneut minimiert. Die Ergebnisse werden vergli-
chen und im Anschluss wird die energetisch gu¨nstigste Position als Ausgangsposition der
weiteren Simulation verwendet.
Sobald eine plausible Ausgangslage gefunden wurde, wurde das System im relevanten
Bereich mit einer expliziten Wasserumgebung u¨ber die “Solvation”-Funktion erga¨nzt.
Hierfu¨r wurde der Mittelpunkt des Cystein-MTS-Komplexes gesucht und von einer Spha¨re
mit Radius 15 A˚ eingeschlossen, welche als Ausgangspunkt der radialen “Solvation” genutzt
wurde.
Die restliche Umgebung wird weiterhin im impliziten Wassermodell “GBSW” simuliert
welches in Quelle [MacKerell, 2012] oder dem “Accelrys Discovery Studio”-Handbuch na¨her
erla¨utert wird.
Das nun “teilweise-explizite” Modell wird im weiteren als “ 2Sphere” bezeichnet.
Die Verwendung eines nur “teilweise-expliziten” Systems reduziert die fu¨r die Berechnung
beno¨tigten Systemressourcen und die Kalkulationsdauer erheblich, ohne auf die a¨ußerst
wichtige, explizite Darstellung der Wassermoleku¨le zur Kalkulation der Proteinoberfla¨chen-
bewegung zu verzichten [White, 2006]. Dadurch ist es mo¨glich, eine vollsta¨ndige Simulation
der “Dynamik-Kaskade“ ohne einen Supercomputer auf einem System mit genu¨gend
Arbeitsspeicher und ausreichend hoher Prozessorleistung durchzufu¨hren.
Als Dynamik-Kaskade bezeichnet man im molecular modeling die spezifische Abfolge von
Energieminimierung, Erhitzen (und Abku¨hlen) des Systems, anschließender Equilibrierung
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und abschließender Produktionsphase. Die Energieminimierung wird durchgefu¨hrt um eine
mo¨glichst energiearme und relaxierte Proteinstruktur als Ausgangsstruktur zu finden.
Durch die Energieminimierung betra¨gt die theoretische Temperatur des Systems 0° Kelvin
und es muss fu¨r eine dynamische Betrachtung des Proteins schrittweise erwa¨rmt werden. Je
kleiner dabei die einzelnen Schritte der Erwa¨rmung sind, umso geringer ist die Fehlerrate,
jedoch steigt damit auch die beno¨tigte Rechenzeit.
Durch das Erhitzen des Systems werden mo¨gliche lokale Minima in der “Energielandschaft”
verlassen und dem System die Mo¨glichkeit gegeben eine gu¨nstigere neue Konformation
einzunehmen und mo¨gliche “energetische Hu¨rden” zu u¨berspringen. Um eine mo¨glichst
“barrierefreie” Umgebung zu schaffen ohne die Struktur zu bescha¨digen empfiehlt es sich,
die Temperatur nicht unbegrenzt weit zu erho¨hen.
Anschließend muss die Temperatur des Systems durch eine weitere Dynamik-Simulation
wieder auf die spa¨tere Zieltemperatur abgeku¨hlt werden.
Durch die Equilibrierung sorgt man fu¨r ein Gleichgewicht des Systems, in welchem die zu-
gefu¨hrten Energiebetra¨ge dynamisch auf das ganze System verteilt wurden, und ermo¨glicht
die anschließende Produktionsphase bei der sich das Protein “frei” bewegen darf.
In der Produktionsphase wird die Bewegung des Proteins im Kraftfeld modelliert und
zu verschiedenen, gewa¨hlten Zeitpunkten als einzelne Konformation gespeichert. Ein Bild
der tatsa¨chlichen Bewegung erha¨lt man nun indem man diese Konformationen mit einer
geeigneten Verzo¨gerung nacheinander einblendet (“bewegte Bilder”).
Natu¨rlich empfiehlt es sich auch im Falle dieser “freien” Bewegung geeignete Beschra¨nkungen
zu wa¨hlen und nur relevante Teile vollsta¨ndig freizugeben, um die Rechenzeit zu minimieren.
Im Falle der MBP-Simulation werden fu¨nf verschiedene Beschra¨nkungen gewa¨hlt und in den
verschiedenen Phasen eingesetzt. Diese Beschra¨nkungen werden im Anhang 14 beschrieben.
Die komplette schrittweise Reihenfolge der verwendeten Dynamik-Kaskade ist in Abschnitt
14 aufgefu¨hrt. Diese Dynamik-Kaskade (SDC) basiert auf der von Accelrys vorprogrammier-
ten “standard dynamic cascade”, wurde jedoch um mehrere Phasen der Energieminimierung,
Aufheizen und Abku¨hlen des Systems und la¨ngere Equilibrationsphasen erga¨nzt. Die ver-
wendete SDC wurde mit dem Programm “Pipeline Pilot 2.5” auf Basis der “standard
dynamic cascade” programmiert und als “SDC Final” bezeichnet.
Die Dynamik des Proteins wa¨hrend des abschließenden “Production”-Schrittes wurde als
Grundlage zur Bestimmung des MTS-Abstands sowie der mo¨glichen Abweichung (rmsd)
verwendet.
Zur einfachen Betrachtung dieses Bereichs wurde eine weitere Version des Ergebnisses, die
nur die gespeicherten Konformationen des “Production”-Schrittes entha¨lt, als “ SDC Prod”
erzeugt und gespeichert.
Fu¨r die Dynamik-Simulation des Maltose bindenden Proteins wurde eine Dauer von 40 ps
fu¨r die Produktionsphase gewa¨hlt, welche zur Beobachtung von Oberfla¨chen-, Seitenketten-,
Seitenschleifen- und Gesamt-Bewegung von Proteinen ausreicht.
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Exemplarisch wird der Verlauf der theoretischen Temperatur (Abb. 4.10), der kinetischen
(Ekin), potenziellen (Epot) und totalen Energie (Etot) des Systems (Abb. 4.11), sowie
des MTS-Abstands (Abb. 4.12) fu¨r 1ANF MBP01 in den entsprechenden Abbildungen
aufgefu¨hrt. Die einzelnen Phasen der Kaskade lassen sich dabei deutlich erkennen.
Zur Bestimmung des MTS-Abstands wird der Bereich von 45 - 80 ps verwendet, in diesem
Fall liegt der Abstand zwischen 3.09 - 3.18 nm.
Abb. 4.10: Verlauf der Temperatur: MD 1ANF MBP01 2Sphere SDC
Abb. 4.11: Verlauf der Ekin, Epot und Etot: MD 1ANF MBP01 2Sphere SDC
Abb. 4.12: Verlauf des MTS-Abstands: MD 1ANF MBP01 2Sphere SDC
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In den restlichen MD-SDC-Simulationen wird auf die Darstellung der Energien und der
Temperatur verzichtet.
Die Ergebnisse fu¨r den simulierten MTS-Abstand im relevanten Bereich der Mutanten
01 - 11 werden in Abbildungen 4.13, 4.14, 4.15 und Tabelle 4.3 zusammengefasst.
(a) MTS-Abstand: MBP 01 1ANF 2Sphere SDC (b) MTS-Abstand: MBP 01 1OMP 2Sphere SDC
(c) MTS-Abstand: MBP 02 1ANF 2Sphere SDC (d) MTS-Abstand: MBP 02 1OMP 2Sphere SDC
(e) MTS-Abstand: MBP 03 1ANF 2Sphere SDC (f) MTS-Abstand: MBP 03 1OMP 2Sphere SDC
Abb. 4.13: Verlauf des MTS-Abstands der Simulationen “MBP 01 - 03
1ANF/1OMP 2Sphere SDC” in der Produktionsphase (45-80 ps)
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(a) MTS-Abstand: MBP 04 1ANF 2Sphere SDC (b) MTS-Abstand: MBP 04 1OMP 2Sphere SDC
(c) MTS-Abstand: MBP 05 1ANF 2Sphere SDC (d) MTS-Abstand: MBP 05 1OMP 2Sphere SDC
(e) MTS-Abstand: MBP 06 1ANF 2Sphere SDC (f) MTS-Abstand: MBP 06 1OMP 2Sphere SDC
(g) MTS-Abstand: MBP 07 1ANF 2Sphere SDC (h) MTS-Abstand: MBP 07 1OMP 2Sphere SDC
Abb. 4.14: Verlauf des MTS-Abstands der Simulationen “MBP 04 - 07
1ANF/1OMP 2Sphere SDC” in der Produktionsphase (45-80 ps)
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(a) MTS-Abstand: MBP 08 1ANF 2Sphere SDC (b) MTS-Abstand: MBP 08 1OMP 2Sphere SDC
(c) MTS-Abstand: MBP 09 1ANF 2Sphere SDC (d) MTS-Abstand: MBP 09 1OMP 2Sphere SDC
(e) MTS-Abstand: MBP 10 1ANF 2Sphere SDC (f) MTS-Abstand: MBP 10 1OMP 2Sphere SDC
(g) MTS-Abstand: MBP 11 1ANF 2Sphere SDC (h) MTS-Abstand: MBP 11 1OMP 2Sphere SDC
Abb. 4.15: Verlauf des MTS-Abstands der Simulationen “MBP 08 - 11
1ANF/1OMP 2Sphere SDC” in der Produktionsphase (45-80 ps)
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4.3.4. Vergleich der simulierten Absta¨nde
In diesem Abschnitt werden die u¨ber “MMM”-Simulation kalkulierten MTS-Absta¨nde mit
den u¨ber die zuvor beschriebene SDC-Simulation ermittelten MTS-Absta¨nden verglichen.
Als Ausgangsstruktur der jeweiligen Simulation dienten die Ro¨ntgenstrukturdaten 1OMP
fu¨r die geo¨ffnete und 1ANF fu¨r die geschlossene Konformation des Maltose bindenden
Proteins.
Beim Vergleich der beiden Ergebnisse ist zu beachten, dass im Falle der “MMM”-Simulation
ein spezifischer Abstand mit einer mo¨glichen Abweichung (rmsd) geliefert wird, im Fall der
Dynamik-Simulation hingegen der gesamte Bereich des gefunden MTS-Abstands notiert ist.
So liefert der direkte Vergleich der Ergebnisse fu¨r 1OMP MBP01 den Bereich “3.59 - 3.89”
(MMM) gegenu¨ber “3.1 - 3.2” (SDC).
Tab. 4.3: Ergebnisse der “MMM”- und “SDC”-Simulation
Mutante Konfor-mation
“MMM”-MTS-Abstand [nm] “SDC”-MTS-Abstand [nm]
NO-Abstand rmsd Bereich: NO-Abstand
MBP 01
1OMP 3.74 0.15 3.5 3.55
1ANF 3.23 0.14 3.1 3.2
MBP 02
1OMP 3.92 0.21 3.3 3.5
1ANF 3.52 0.20 3.4 3.65
MBP 03
1OMP 2.93 0.33 3.45 3.6
1ANF 2.85 0.32 2.65 2.8
MBP 04
1OMP 4.13 0.28 3.05 3.15
1ANF 4.23 0.30 4.15 4.3
MBP 05
1OMP 1.99 0.33 2.5 2.55
1ANF 1.70 0.35 1.7 1.8
MBP 06
1OMP 2.78 0.22 2.6 2.7
1ANF 2.76 0.26 2.25 2.4
MBP 07
1OMP 1.99 0.19 2.6 2.75
1ANF 2.02 0.21 2.05 2.2
MBP 08
1OMP 0.78 0.23 1.2 1.35
1ANF 0.57 0.11 0.9 1.05
MBP 09
1OMP 1.40 0.17 1.9 2.1
1ANF 1.00 0.14 0.95 1.1
MBP 10
1OMP 2.15 0.37 2.2 2.35
1ANF 1.20 0.19 0.55 0.7
MBP 11
1OMP 1.54 0.40 1.1 1.3
1ANF 2.37 0.15 1.7 1.85
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Deutlich erkennt man gro¨ßere Differenzen in den u¨ber die verschiedenen Methoden kalku-
lierten MTS-Absta¨nden.
Es gilt hierbei zu beachten, dass die “MMM” Methode wie bereits in 2.3.3 erwa¨hnt ei-
nige Schwachstellen aufweist und nur einen groben, dafu¨r schnellen, U¨berblick u¨ber die
mo¨glichen Messdaten liefert.
Allein durch die ersten Korrekturen der Ro¨ntgenstrukturdaten durch Energieminimierung
und Einfu¨hrung eines beweglichen Proteinmodells sowie die explizite Einbindung von
Wassermoleku¨len im Bereich der NSL-Bindung liefert die MD-Simulation deutliche Vorteile
gegenu¨ber der “MMM”-Simulation.
Die u¨ber die vollsta¨ndige SDC simulierten Werte des MTS-Abstands werden daher fu¨r die
weiteren Betrachtungen und den Vergleich mit den ESR-Daten verwendet.
Als besonders interessant sei an dieser Stelle noch bemerkt, dass sowohl die “MMM”- als
auch die SDC-Simulation fu¨r die Mutante MBP 02, 04 und 11 im Falle der geo¨ffneten Konfor-
mationen einen kleineren Abstand der Spinlabel gegenu¨ber der geschlossenen Konformation
des MBP aufweisen. Betrachtet man die jeweiligen Simulation genauer, zeigt sich, dass dies
den ra¨umlichen Ausbreitungsmo¨glichkeiten des MTS an diesen Positionen entspricht und




Zur Untersuchung der geschlossenen und geo¨ffneten Konformation und des Molten-Globule-
Zustands von MBP wurden im Rahmen dieser Dissertation alle 11 MBP-Mutanten durch
DQC -ESR-Messungen bei unserem Kooperationspartner J. Freed im ACERT Institut der
Cornell University, Ithaca, NY, vermessen. Die Vorbereitung der entsprechend Abschnitt
11.1 aufgereinigten und erfolgreich gelabelten Proben (Kontrolle u¨ber cw-ESR) wurde
wa¨hrend eines Aufenthalts im ACERT Institut durchgefu¨hrt.
Die Proteinproben wurden im Eisbad in einem lichtgeschu¨tzten Beha¨lter nach Amerika
u¨berfu¨hrt.
Die erfolgreiche Proteinaufreinigung, die Entfernung der Maltose und Stabilisierung des
MG-Zustands bei pH 3 wurde in den vorangegangenen Abschnitten belegt.
Die in Abschnitt 2.3.2.6 beschrieben DQC -Methode wurde gewa¨hlt, da sie einen Messbereich
von 1 - 8 nm und somit den erwarteten Bereich unserer MTS-Absta¨nde abdeckt. Gerade
im Bereich der Detektion von Absta¨nden von 1 - 2 nm liegt ein sehr großer Vorteil dieser
Methode gegenu¨ber der DEER-Technik und exakt in diesem Bereich liegen auch die
erwarteten Absta¨nde der neuen Mutanten in Na¨he der MBP-Bindungsspalte. Außerdem
sollte die Probe im Falle des MG-Zustands bei pH 3 zur besseren Stabilisierung in geringer
Proteinkonzentration vorliegen, um eine Pra¨zipitation der Proteine zu verhindern, und die
fu¨r eine DQC -Messung beno¨tigte, gebundene NSL-Konzentration ist sehr gering.
Fu¨r alle Proben wurden Testweise ebenfalls DEER-Messungen durchgefu¨hrt um die Si-
gnalintensita¨t und Probeneigenschaft zu bestimmen, diese wurden in den meisten Fa¨lle
jedoch nicht gespeichert und sind im Rahmen dieser Arbeit nicht aufgefu¨hrt oder von
Interesse. Die DQC-Messungen wurden u¨ber Nacht durchgefu¨hrt, um ein mo¨glichst gutes
Signal-Rausch-Verha¨ltnis zu erlangen.
Die hier dargestellten Abstandsverteilungen wurden von P. Borbat mit dem “MEM2L”-
Algorithmus, einer Weiterentwicklung der klassischen “Maximum Entropy Method”, be-
stimmt [Chiang et al., 2005]. Diese Methode stellt eine Verbesserung gegenu¨ber der klassi-
schen Tikhonov-Regularisierung (TKN) dar. Dennoch wurden alle erhaltenen Spektren eben-
falls mit der Software “DEER Analysis 2016” geladen und eine Tikhonov-Regularisierung
zum Vergleich der Ergebnisse beider Methoden durchgefu¨hrt.
Beide Spektren liefern sehr a¨hnliche Werte wie in Abbildung 4.16 am Beispiel der Mes-
sung von MBP 01 pH 7 ersichtlich wird. Aufgrund der ho¨heren Genauigkeit wurde fu¨r die
Auswertung der Daten jeweils auf die “MEM2L”-Kalkulationen (MEM ) zuru¨ckgegriffen.
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Abb. 4.16: Vergleich der Tikhonov-Regularisierung (TKN) mit der
Maximum-Entropy-Methode (MEM ) am Beispiel MBP 01 pH 7
Im Folgenden werden die Proben, denen in der Vorbereitung ein U¨berschuss von 20 mM
Maltose zugesetzt wurde als MAL bezeichnet, fu¨r die maltosefreien Proben fa¨llt diese
Bezeichnung weg.
Fu¨r die Proben MBP 09 pH 3 MAL, MBP 09 pH 7 MAL und MBP 10 pH 3 MAL liegt
leider keine “MEM2L” Kalkulation vor und es werden fu¨r diese drei Messungen die u¨ber
Tikhonov-Regularisierung bestimmten Abstandsverteilungen verwendet.
Die Probe MBP 04 pH 7 MAL konnte nicht erfolgreich vermessen werden, jedoch wurde
auf einen Neuansatz der Probe verzichtet, da bereits genu¨gend Messdaten vorliegen.
Die Proben der Mutante MBP 08 lieferten in keinem der 4 Fa¨lle ein messbares Signal,
was entweder auf nicht erfolgreiches Spinlabeling oder einen Abstand unter ein Nanometer
im geo¨ffneten und geschlossenen Fall schließen la¨sst. Da sich das erfolgreiche Spinlabeling
u¨ber cw-ESR-Messungen fu¨r die jeweiligen Einzelmutanten S233C und P298C und MBP
08 weiterhin besta¨tigen ließ, la¨sst dies nur den Schluss auf die zweite Mo¨glichkeit zu.
Um eine bessere Darstellung der Spektren zu gewa¨hrleisten, wurden die Abstandsverteilun-
gen auf einheitliche x-Werte mit der “TREND”-Funktion von Excel interpoliert.
Um eine bessere Vergleichbarkeit der Peaks innerhalb der Messungen der jeweiligen Mutante
zu erhalten, wurden die Daten im Anschluss jeweils auf den Wertebereich von 0 bis 1
normalisiert.
In den Abbildungen 4.17 und 4.18 ist der Vergleich des nativen und MG-Zustands mit und
ohne Maltose fu¨r jede Mutante einzeln aufgetragen.
Die entsprechenden DQC -Spektren befinden sich im Anhang-Kapitel 15.
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(a) MBP 01 (b) MBP 02
(c) MBP 03 (d) MBP 04
(e) MBP 05 (f) MBP 06
Abb. 4.17: Abstandsverteilungen der Mutanten MBP 01 - 06
im nativen (pH 7) und MG- (pH 3) Zustand mit und ohne Maltose
57
(a) MBP 07 (b) MBP 09
(c) MBP 10 (d) MBP 11
Abb. 4.18: Abstandsverteilungen der Mutanten MBP 07, 09 - 11
im nativen (pH 7) und MG- (pH 3) Zustand mit und ohne Maltose
Die in den Abbildungen 4.17 und 4.18 erkennbaren Peaks sind in Tabelle 4.4 u¨bersichtlich
zusammengefasst. Dabei werden kleinere Peakintensita¨ten durch Verwendung einer kleineren
Schriftgro¨ße gekennzeichnet.
Generell wird der gro¨ßte im Spektrum vorkommende Peak als Peak 1 bezeichnet, Peak 2
beschreibt entsprechend den na¨chstgro¨ßeren.
In den gemessenen Spektren sind nicht mehr als zwei relevante Peaks zu erkennen, daher
wurde die Betrachtung auf zwei Peaks beschra¨nkt.
In den Abbildungen werden teilweise sehr nahe beieinander liegende Peaks beobachtet, wie
in Abbildung 4.19 hervorgehoben ist. Die Entstehung solcher Rotamere la¨sst sich durch
mehrere energetisch gu¨nstige Labelpositionen und die Dynamik des Proteins erkla¨ren.
Da diese Rotamere nur bei einigen Mutanten auftauchen und auf den Einfluss des Labels
zuru¨ckzufu¨hren sind, werden sie daher in Tabelle 4.4 einem gemeinsamen Peak zugeordnet,
um die spa¨tere Zuordnung zum geo¨ffneten und geschlossenen Zustand des Maltose bindenden
Proteins besser ersichtlich zu machen.
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Abb. 4.19: Analyse der Abstandsverteilung des DQC -Spektrums MBP 07 pH 7 −MAL
Eine na¨here Unterscheidung zwischen dem Haupt- und Neben-Rotamer wird in der Auswer-
tung dieser Arbeit nicht getroffen, ist jedoch in den Abbildungen 4.17 und 4.18 ersichtlich.
Zum besseren Versta¨ndnis werden die Rotamere im Spektrum MBP 07 pH 7 −MAL in
Abbildung 4.19 eingezeichnet, die Zuordnung des geo¨ffneten und geschlossenen Zustands
erfolgt dabei wie in Abschnitt 4.4.2 na¨her erla¨utert.
Tab. 4.4: Ergebnisse der DQC -ESR-Messungen
Mutante pH-Wert
Abstand DQC +MAL [nm] Abstand DQC −MAL [nm]
Peak 1 rmsd 1 Peak2
rmsd






pH 03 3.1 0.1 3.1 0.2 3.6 0.3
pH 07 3.0 0.1 3.0 0.2 3.5 0.3
MBP 02
pH 03 3.3 0.3 3.1 0.4 4.5 0.2
pH 07 3.4 0.2 4.0 0.2 3.3 & 3.5 0.3 & 0.3
MBP 03
pH 03 2.6 & 2.9 0.2 & 0.4 3.7 0.3
pH 07 2.6 & 3.0 0.2 & 0.2 2.9 0.3 2.6 & 2.9 0.2 & 0.2 3.7 0.3
MBP 04
pH 03 4.2 0.3 3.0 0.3 4.2 0.3
pH 07 n.a. 3.6 & 4.0 0.2 & 0.2 3.1 0.2
MBP 05
pH 03 1.7 0.6 2.6 0.1 1.7 0.1
pH 07 1.6 & 1.7 0.1 & 0.1 2.5 0.3 2.6 0.2 1.9 0.2
MBP 06
pH 03 2.4 0.1 1.2 0.1 2.3 0.3 1.2 0.1
pH 07 2.4 0.1 1.2 0.1 2.3 & 2.6 0.2 & 0.1 1.2 0.1
MBP 07
pH 03 2.1 0.1 2.4 0.1 2.1 & 2.4 0.1 & 0.2 3.0 0.2
pH 07 2.1 0.1 2.5 0.1 2.1 & 2.4 0.1 & 0.2 3.0 0.2
MBP 09
pH 03 < 1.0 2.2 0.1
pH 07 < 1.0 2.2 0.1 1.2 0.1
MBP 10
pH 03 < 1.0 2.4 0.6
pH 07 < 1.0 2.3 0.5
MBP 11
pH 03 1.7 0.3 1.7 0.2 1.2 0.1
pH 07 1.8 0.3 1.8 0.3
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Deutlich erkennt man eine hohe U¨bereinstimmung der Spektren im Falle der Messungen
bei pH 3 und pH 7, welche im na¨chsten Abschnitt 4.4.1 na¨her analysiert werden.
Im Falle der Messungen ohne Maltose ist eine deutlich breitere Verteilung der Absta¨nde zu
erkennen, was eindeutig auf die Ausbildung mehrerer Konformationen hinweist. Der direkte
Vergleich der Messungen mit Maltose zeigt jeweils einen mit der maltosefreien Messung
vergleichbaren Peak, was auf den Abstand der geschlossenen Konformation schließen
la¨sst. Geht man davon aus, so entspricht der andere Peak dem Abstand der geo¨ffneten
Konformation.
Im Abschnitt 4.4.2 werden die detektierten Peaks mit den simulierten Absta¨nden verglichen
und diese These u¨berpru¨ft.
4.4.1. Untersuchung des Molten-Globule-Zustands
In den Abbildungen 4.17, 4.18 und Tabelle 4.4 wird ersichtlich, dass grundsa¨tzlich fu¨r
MBP die Absta¨nde der Spinlabel im Molten-Globule-Zustand denen des nativen Zustands
entsprechen.
Betrachtet man die Spektren genauer, so kann man jedoch vor allem im Falle der −MAL-
Messungen ha¨ufig eine kleine Verbreiterung der pH3-Messungen erkennen, wie beispielsweise
bei MBP 02 sehr gut zu erkennen ist.
Im Falle der Mutanten MBP 01 - 06 liegen die Spinlabelpositionen weiter entfernt von der
Bindungsspalte. Aufgrund der partiellen Entfaltung der Proteine wa¨re eine Verbreiterung
der Peaks innerhalb der Abstandsverteilung in den pH3-Messungen zu erwarten. Diese
la¨sst sich jedoch nur geringfu¨gig in den gemessenen Spektren erkennen.
Die partielle Entfaltung der Proteine bei pH 3 wurde u¨ber CD- und ANS-Fluoreszenzmessungen
besta¨tigt.
Die hier gemessenen Daten deuten daher auf die Ausbildung einer dem nativen Zustand
sehr a¨hnelnden Struktur im Molten-Globule-Zustand hin.
Vorherige DEER-ESR-Messungen im Arbeitskreis weisen das Entstehen weiterer Peaks
fu¨r die Messungen bei pH 3 im Vergleich zu den Messungen bei pH 7 auf [Chakour, 2015,
Reichenwallner et al., 2013].
Diese Ergebnisse lassen sich nach neueren Erkenntnissen durch die Ausbildung der geo¨ffneten
und geschlossenen Struktur bei den pH3-Messungen erkla¨ren, wie im Folgenden erla¨utert
wird.
Die Ursache liegt vermutlich in der damaligen Probenvorbereitung, in welcher die Entfernung
der Maltose im Anschluss an die Amylose-Resin-Sa¨ulenchromatographie (bei der MBP
mittels Zugabe von Maltose eluiert wird) u¨ber eine Hydroxyapatit-Sa¨ule [Reichenwallner,
2011] durchgefu¨hrt wurde.
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Von einer vollsta¨ndigen Entfernung der Maltose kann bei dieser Methode nicht ausgegangen
werden [Nickolaus, 2017, Selmke, 2013].
Im Falle der Messungen bei pH 7 wurde daher hauptsa¨chlich die geschlossene Konformation
von MBP detektiert.
Im Molten-Globule-Zustand kommt es zu einer teilweisen Entfaltung des Proteins und
entsprechend schwa¨cheren Bindung der Maltose an MBP.
Bei der damaligen Vorbereitung der pH3-Proben wurde schrittweise der pH-Wert gesenkt
und die verdu¨nnte Probe aufkonzentriert, wobei eine weitere Entfernung der zuvor gebun-
denen Maltose auftritt.
Entsprechend la¨sst sich die Aufspaltung in mehrere Peaks bei den pH3-DEER-Messungen
durch die Ausbildung der geo¨ffneten und geschlossenen Form von MBP in Abwesenheit
von Maltose erkla¨ren.
Eine Zuordnung von den Peaks der pH3-DEER-Messung zu den in Abschnitt 4.4.2 bestimm-
ten Absta¨nden der offenen und geschlossenen Konformation erweist sich mit Ausnahme
der Probe MBP 05 erfolgreich.
Diese Ausnahme la¨sst sich durch die Verwendung einer unterschiedlichen MBP-Mutante
erkla¨ren, welche fu¨r fu¨r diese DEER-Messungen verwendet wurde (siehe Abschnitt 4.1).
Daru¨ber hinaus erkla¨rt sich dadurch auch das Ausbleiben der Aufspaltung in zwei Peaks im
Falle von MBP 06, da fu¨r diese Mutante der MTS-Abstand fu¨r die offene und geschlossene
Konformation nahezu identisch ist.
Durch die gemessenen Absta¨nde und die hohe U¨bereinstimmung der Messdaten von pH 3
und pH 7 stellt sich folgendes Ergebnis dar:
Selbst in den weiter von der Bindungsspalte entfernten Bereichen weist MBP eine stabili-
sierte Struktur auf.
Die Messungen der Mutanten nahe der Bindungsspalte (07 - 11) weisen ebenfalls eindeutig
eine hohe Korrelation zwischen MG- und nativem Zustand aus und belegen die fru¨he
Ausbildung des aktiven Zentrums von MBP.
Daraus und vor allem aus dem identischen Einflus der Maltose auf die gemessenen Absta¨nde
in beiden Zusta¨nden kann man ableiten, dass die Maltose-Bindung im Molten-Globule-
Zustand ebenfalls an der gleichen Position, d.h. im aktiven Zentrum, stattfindet.
Die Unterschiede der Messungen mit und ohne Maltose sind sowohl im MG-Zustand als
auch im nativen Fall sehr deutlich zu erkennen.
Die eintretende Bindung der Maltose mit MBP im Molten-Globule-Zustand ist somit mit
dieser Messung eindeutig besta¨tigt.
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4.4.2. Vergleich der simulierten und gemessenen Absta¨nde von MBP
In diesem Abschnitt werden die simulierten Absta¨nde aus Abschnitt 4.3 mit den in Ab-
schnitt 4.4 ermittelten DQC -Absta¨nden verglichen.
Zur besseren U¨bersicht sind in Tabelle 4.5 alle Absta¨nde aufgefu¨hrt, im Falle der DQC -
Messungen wurde die Zuordnung der geo¨ffneten und geschlossenen Konformation entspre-
chend des Vergleichs der +MAL und −MAL-Messungen getroffen.
Die U¨bereinstimmung und Na¨he der fu¨r beide Konformationen simulierten MTS-Absta¨nde
mit den tatsa¨chlich gemessenen Absta¨nden besta¨tigt dabei die Zuordnung der geo¨ffneten
und geschlossenen Konformation.
In Tabelle 4.5 la¨sst sich die U¨bereinstimmung der gemessenen MTS-Absta¨nde mit den
simulierten deutlich erkennen.
Tab. 4.5: Ergebnisse der “MMM”- und “SDC”-Simulation
Mutante Konfor-mation
“SDC”-MTS-Abstand [nm] Abstand DQC [nm]
Bereich: NO-Abstand Peak rmsd
MBP 01
1OMP 3.5 3.55 3.6 0.3
1ANF 3.1 3.2 3.0 0.2
MBP 02
1OMP 3.3 3.5 3.3 & 3.5 0.3 & 0.3
1ANF 3.4 3.65 3.4 0.2
MBP 03
1OMP 3.45 3.6 3.7 0.3
1ANF 2.65 2.8 2.6 & 3.0 0.2 & 0.2
MBP 04
1OMP 3.05 3.15 3.1 0.2
1ANF 4.15 4.3 3.6 & 4.0 0.2 & 0.2
MBP 05
1OMP 2.5 2.55 2.6 0.2
1ANF 1.7 1.8 1.6 & 1.7 0.1 & 0.1
MBP 06
1OMP 2.6 2.7 2.3 & 2.6 0.2 & 0.1
1ANF 2.25 2.4 2.4 0.1
MBP 07
1OMP 2.6 2.75 3 0.2
1ANF 2.05 2.2 2.1 & 2.4 0.1 & 0.1
MBP 09
1OMP 1.9 2.1 2.2 0.1
1ANF 0.95 1.1 x x
MBP 10
1OMP 2.2 2.35 2.3 0.5
1ANF 0.55 0.7 x x
MBP 11
1OMP 1.1 1.3 1.2 0.1
1ANF 1.7 1.85 1.8 0.3
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Durch Zugabe der Maltose verschwinden die anderen Peaks in den Spektren (+MAL)
weitestgehend und MBP liegt in der geschlossene Konformation vor.
Ohne den Liganden hingegen findet sich sowohl die in den +MAL-Messungen dominierende,
geschlossene und die geo¨ffnete Konformation des MBP.
Die These, dass MBP bereits ohne die Anwesenheit seines Liganden in offener und geschlos-
sener Konformation vorliegt, ist damit auch u¨ber die ESR-Spektroskopie belegt.
Selbst die auf den ersten Blick irrefu¨hrenden Daten der Messungen von MBP 04 und 11, in
denen der Abstand im geschlossenen Falle tatsa¨chlich gro¨ßer zu sein scheint, ist eindeutig
durch die Korrelation der Daten belegt. Im Falle der +MAL-Messung von MBP 04 und
MBP 11 findet sich in erster Linie nur der gro¨ßere Abstand in den maltosefreien Messungen
wieder.
Ha¨ufig erkennt man in den Ergebnissen der DQC -Messungen, dass die gemessenen Absta¨nde
einen breiteren Bereich abdecken als in der Simulation zuvor bestimmt, was sich durch die
Ausbildung unterschiedlicher Rotamere und die Dynamik des Proteins erkla¨ren la¨sst.
Die Erfassung mehrerer Rotamere in der gewa¨hlten SDC-Methode ist nicht mo¨glich, da
nur ein energetisch gu¨nstiges Rotamer gefunden wird und die Suche nach weiteren eine
erneute Energiezufuhr, in diesem Fall Erwa¨rmung des Systems, beno¨tigen wu¨rde, welche
wa¨hrend der Produktionsphase nicht eintritt. Wie in Abbildung 4.19 ersichtlich, ko¨nnen
leicht mehrere stabile Rotamere fu¨r den gleichen Zustand vorliegen. Auch werden gro¨ßere
dynamische Vorga¨nge, wie beispielsweise die Konformationsa¨nderung beim O¨ffnen und
Schließen des MBP, nicht bei der Simulation beru¨cksichtigt.
Dennoch zeigt die hohe Korrelation eindeutig den Nutzen der Simulation bei der Auswertung
und Interpretation der gemessenen Daten.
Abschließend kann gesagt werden, die simulierten Strukturen passen sehr gut mit den




5. Zusammenfassung und Ausblick
In dieser Arbeit wurde am Beispiel des Maltose bindenden Proteins gezeigt, dass man mit
Hilfe der ESR-Spektroskopie Ru¨ckschlu¨sse auf die Proteinkonformation ziehen kann.
Die Ermittlung der offenen und geschlossene Konformation von MBP verlief erfolgreich.
Die Stabilisierung des MG-Zustands bei pH 3, die Reinheit des Proteins und erfolgreiche
Entfernung der Maltose konnten durch die Messungen besta¨tigt werden.
Die Konformation des MBP im nativen und Molten-Globule-Zustand a¨ndert sich durch
Anwesenheit von Maltose, was auf die Bindung der Maltose zuru¨ckzufu¨hren ist und
mit den Messdaten aus vorangegangenen Arbeiten [Jacso et al., 2012, Sheshadri et al.,
1999, Reichenwallner et al., 2013] u¨bereinstimmt.
Sowohl im Falle der u¨ber das Protein verteilten Mutationen (MBP 01 - 06) als auch fu¨r die
Mutationen nahe der Bindungsspalte, die Ru¨ckschlu¨sse auf das aktive Zentrum des Proteins
erlauben, konnte eine hohe U¨bereinstimmung der Spektren bei pH 3 und pH 7 festgestellt
werden. Dadurch kann eindeutig nachgewiesen werden dass eine Grundstruktur von MBP
schon im Molten-Globule-Zustand, also ohne die vollsta¨ndig ausgebildete Tertia¨rstruktur,
vorliegt.
Die gleichen Vera¨nderungen der Spektren mit bzw. ohne Maltosezugabe im MG- und
nativen Zustand belegen weiterhin die Bindung der Maltose in der Bindungsspalte des
MBP. Daraus leitet sich entsprechend ab, dass MBP im Molten-Globule-Zustand bereits
eine funktionell ausgebildetes aktives Zentrum besitzen muss.
Durch Simulation der molekularen Dynamik eines Systems lassen sich anhand bekannter
Strukturdaten mit den richtigen Variablen und Anpassungen unbekannte Teilstrukturen
kalkulieren, wie beispielweise die Position und Ausrichtung der Spinlabel in einem Protein.
Die Fehlerrate und mo¨gliche falsche Zuordnung der gemessenen Absta¨nde wird somit
deutlich minimiert.
Durch die Verwendung eines Systems mit “teilweise-explizitem” Wassermodell und geeig-
neter Produktionszeit konnte eine realistische Oberfla¨chenbewegung des Proteins erreicht
und entsprechend hohe U¨bereinstimmungen mit den gemessenen Werten erreicht werden.
Mit Hilfe von MD-Simulationen konnten u¨ber die Energieminimierung und Dynamik-
Simulation auf Basis der Ro¨ntgenstrukturdaten der offenen und geschlossenen Konformation
u¨bereinstimmende Spinlabel-Absta¨nde gegenu¨ber den gemessenen Spektren bestimmt wer-
den. Die offene und geschlossene Konformation konnte damit in den Abstandsverteilungen
der DQC -Spektren nachgewiesen und analysiert werden.
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Die These, dass MBP bereits ohne seinen Liganden sowohl im geo¨ffneten als auch im
geschlossenen Zustand vorliegen kann, also beide Konformationen einnimmt, kann durch
die DQC -Messungen und die Korrelation mit der MD-Simulation eindeutig besta¨tigt
werden.
Durch Zugabe von Maltose verringert sich der Anteil der geo¨ffneten Konformation erheblich,
in vielen Fa¨llen verschwindet er sogar vo¨llig. Jedoch zeigen sich eindeutig beide Absta¨nde
in den maltosefreien Spektren.
Weiterhin konnte festgestellt werden, dass MBP auch im Molten-Globule-Zustand bereits
ohne seinen Liganden den geo¨ffneten und geschlossenen Zustand aufweist und ebenfalls
nach Zugabe von Maltose in geschlossener Form vorliegt.
Hierbei kommt es sogar durch die Maltose zu einer Stabilisierung des Systems und einer
schmaleren Abstandsverteilung fu¨r den Peak der geschlossenen Konformation, wenn man
die Spektren mit und ohne Maltose bei pH 3 vergleicht.
Dies bietet zudem eine weitere Besta¨tigung dafu¨r, dass die Bindung eines Liganden stabili-
sierend auf die Gesamtstruktur im MG-Zustand eines Proteins wirkt. Der stabilisierende
Effekt der Maltose wurde mit anderen Methoden in der Arbeit meiner Kommilitonin C.
Nickolaus untersucht.
Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die Untersuchungen in dieser Arbeit erfolgreich




einer neuartigen Spin trap

6. Einleitung
Die Lebensdauer einer Zelle wird durch das Zusammenspiel von freien Radikalen mit
Antioxidantien, Proteinen, Cofaktoren und sonstigen Zellbestandteilen beeinflusst. Durch
bessere Kenntnis dieses Zusammenspiels ko¨nnen große Fortschritte in Medizin und Gesund-
heitsvorsorge erreicht werde. Insbesondere bei der Erforschung des Alterungsprozesses und
der Behandlung von altersbedingten Erkrankungen steht dieses Thema im Mittelpunkt der
Forschungen [Alberts et al., 2002].
Freie Radikale sind sehr reaktive, typischerweise instabile Atome oder Moleku¨le mit einem
(oder mehreren) ungepaarten Elektronen. Im Zusammenhang mit Zellen und biologischen
Prozessen tauchen vor allem Sauerstoffradikale auf, welche unter dem Begriff “Reaktive
Sauerstoff-Spezies” zusammengefasst werden [Schmidt et al., 2005].
Reaktive Sauerstoff-Spezies (ROS) werden im normalen aeroben Zellstoffwechsel durch
biologische und biochemische Katalysatoren, hierzu geho¨ren vor allem U¨bergangssmetalle
wie Eisen oder Kupfer, gebildet, daru¨ber hinaus entstehen auch freie Radikale aufgrund
exogener Ursachen. Hier sind vor allem der Einfluss chemischer und physikalischer Fak-
toren zu nennen. Zu den chemischen Faktoren za¨hlen vor allem Umweltbelastungen und
Karzinogene. Physikalische Ursachen sind im allgemeinen eine zu hohe Energiezufuhr, wie
beispielsweise durch Strahlung oder Wa¨rme.
Unter physiologischen Bedingungen wird eine u¨berma¨ßige Bildung von ROS durch Antioxi-
dantien und Cofaktoren abgefangen. Dadurch kann einer scha¨digenden Wirkung entgegen
gewirkt werden [Polovka, 2006, Rahman, 2007].
Sollte die Bildung der Sauerstoffradikale das natu¨rliche antioxidative Potential der Zelle
u¨berschreiten, spricht man von dem “oxidativen Stress” der Zelle. Zu den mo¨glichen
Folgen des oxidativen Stresses geho¨rt die Scha¨digung aller zellula¨ren und extrazellula¨ren
Makromoleku¨le bis hin zur Apoptose, also dem Absterben der Zelle. Die prima¨ren Folgen
sind vor allem die Lipidperoxidation, die Proteinoxidation und die Scha¨digung der DNA
[McCord, 2000, Schmidt et al., 2005].
In der Gesundheitsprophylaxe wird daher schon seit Langem versucht u¨ber eine hohe
Zufuhr von Antioxidantien und Vermeidung von radikal-fo¨rdernden Substanzen vielen
altersbedingten Krankheiten vorzubeugen und die Lebensdauer des Menschen zu erho¨hen.
Dabei kommt es vor allem auch darauf an, dass die zugefu¨hrten Antioxidantien auch
tatsa¨chlich eine hohe Bioverfu¨gbarkeit aufweisen und somit zum antioxidativen Potenzial
der Zellen beitragen.
Durch den Verzehr von Speisen und Getra¨nken, die ein hohes Maß an natu¨rlichen Antioxi-
dantien enthalten, wie Vitamine und Flavonoide, ko¨nnen freie Radikale abgefangen und
somit der oxidative Stress reduziert werden [Polovka, 2006].
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Um die Bildung freier Radikale und den Einfluss diverser Antioxidantien auf Gewebe
untersuchen zu ko¨nnen, kann man entweder sekunda¨r oder tertia¨r auftretende Effekte
wie das Membranpotenzial oder das Absterben von Zellen detektieren oder durch Zugabe
geeigneter Radikalfa¨nger direkt die Konzentration der Radikale bestimmen [Lottspeich,
Engels, 2012].
Einen solchen Radikalfa¨nger, welcher dem System spezifisch zur Detektion freier Radikale
zugesetzt wird, bezeichnet man als “Spin trap”.
Durch die Verwendung von ESR-spektroskopischen Methoden ist es mo¨glich, Untersu-
chungen innerhalb lebender Zellen durchzufu¨hren [Berliner, Hemminga, 2007, Jeschke,
2008].
Um instabile reaktive Radikale zu detektieren, bedarf es einer Verbindung, die erst durch
Reaktion mit den kurzlebigen paramagnetischen Spezies zu einer Verbindung mit ungepaar-
tem Elektron wird, deren Lebensdauer bei einer cw-ESR-Untersuchung gro¨ßer sein muss als
die Messzeit. Zu den bekanntesten Spinfallen za¨hlen Verbindungen aus den Gruppen der





Unter dem Begriff “reaktive Sauerstoff-Spezies” (ROS), auch Sauerstoffradikale genannt,
fasst man die Gruppe der freien Sauerstoffradikale oder im erweiterten Sinn auch aller fu¨r
den Organismus scha¨dlicher Formen Sauerstoff-enthaltender Stoffe zusammen [Schmidt et
al., 2005].
Prinzipiell unterscheidet man hierbei zwischen den radikalischen und nicht-radikalischen
ROS.
Zu den radikalischen ROS za¨hlen das Hyperoxid-Anion-Radikal O2·−, auch Superoxid-
Anion-Radikal genannt, das Hydroxyl-Radikal ·OH, das Hydroperoxyl-Radikal ·OOH , das
Peroxyl-Radikal ROO· und das Alkoxyl-Radikal RO·.
Zu den nicht-radikalischen ROS geho¨ren der Singulett-Sauerstoff 1O2, das Wasserstoffper-
oxid H2O2, das Hydroperoxid ROOH und Ozon O3.
Die sta¨ndige Bildung reaktiver Sauerstoff-Spezies im aeroben Stoffwechsel der Zelle ist
ein natu¨rlicher Vorgang in der Zelle und grundsa¨tzlich als solcher nicht scha¨dlich, da
die entstehenden ROS durch das antioxidative Schutzsystem der Zelle abgefangen und
in den Redoxreaktionen der Zelle metabolisiert werden. Der hauptsa¨chliche Bildungsort
der ROS sind dabei die Mitochondrien der Zelle. Auch werden ROS gezielt von der Zelle
gebildet und zur Abwehr von Viren, Bakterien und anderer Pathogene freigesetzt [McCord,
2000, Rahman, 2007].
Kommt es jedoch zur vermehrten ROS-Produktion, so fu¨hrt dies zur U¨berlastung des
antioxidativen Schutzsystems. Nun treten die entstehenden ROS in Kontakt mit anderen
Moleku¨len und lo¨sen autokatalytische Reaktionen aus und propagieren radikale Ketten-
reaktionen. Die Zelle unterliegt oxidativem Stress [Rahman, 2007, Schmidt et al., 2005].
Unterliegt eine Zelle dem oxidativen Stress, sind Scha¨digungen diverser Makromoleku¨le die
Folge und es kommt zu starken Einschra¨nkungen des Zellstoffwechsels bis hin zur Apoptose
der Zelle.
Zu den ha¨ufigsten Folgen des oxidativen Stresses geho¨ren die Peroxidation von Lipiden,
die Oxidation von Proteinen und die Scha¨digung der DNA [Schmidt et al., 2005].
Durch die Lipidperoxidation innerhalb der Zelle kommt es zu Scha¨digungen der Membran
und somit Sto¨rungen am Aufbau des Membranpotentials der Zelle, wodurch die Zelle
einen erho¨hten Energiebedarf entwickelt. Als besonders leicht zuga¨ngliches Ziel dieser
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radikalischen Kettenreaktion gelten dabei ungesa¨ttigte Fettsa¨uren.
Durch die Oxidation diverser Proteine kann die Funktionalita¨t dieser eingeschra¨nkt werden
und somit der gesamte Zellstoffwechsel gesto¨rt werden.
Scha¨digungen der DNA ko¨nnen facettenreiche Zellscha¨den und unterschiedlichste Nachteile
zur Folge haben.
Oxidativer Stress kann mehrere Ursachen haben. Einerseits eine erho¨hte Bildung von ROS
durch chemische oder physikalische Stimulation, andererseits eine Sto¨rung des Antioxidati-
ven Schutzsystems, durch beispielsweise Mangelversorgung bzw. Mangelerna¨hrung.
Als chemische Stimulation der ROS Bildung za¨hlen vor allem Umweltbelastungen und
Karzinogene.
Durch stark erho¨hte Energiezufuhr, wie beispielsweise durch ionisierende Strahlung oder
Wa¨rme, kommt es zur physikalisch stimulierten ROS-Bildung. Zur ionisierender Strahlung
geho¨rt neben der radioaktiven Strahlung auch Ro¨ntgen- und UV-Strahlung.
Besonders in Geweben ziehen befallene Zellen durch die vermehrte Entwicklung und Abgabe
von ROS auch Nachbarzellen in Mitleidenschaft, was sich auch im Entwicklungsbild einiger
Krankheiten, wie beispielsweise Ischa¨mie oder Stoß-Traumata, beobachten la¨sst, bei denen
oxidativer Stress durch Mangelversorgung mit Sauerstoff ausgelo¨st wird [Murakami et al.,
2000].
Durch oxidativen Stress entstandene Scha¨den ko¨nnen sich auch erst etliche Zellteilungen
spa¨ter bemerkbar machen und somit auf nach wie vor nicht aufgekla¨rtem Weg Einfluss auf
das Altern des Ko¨rpers nehmen.
Ha¨ufig wird der oxidative Stress im Laufe des Lebens als Ursache fu¨r den Alterungsprozess
angefu¨hrt, allerdings ein bisher noch nicht bewiesener Zusammenhang [Murakami et al.,
2000, Polovka, 2006, Rahman, 2007, Schmidt et al., 2005].
Als Schutzmechanismen stehen dem oxidativen Stress neben dem antioxidativen Schutzsys-
tem auch einige Reparaturmechanismen entgegen. Dieser sekunda¨re Schutz besteht aus den
Reparaturmechanismen der DNA und dem gezieltem Abbau defekter Proteine [Schmidt et
al., 2005].
Die Zufuhr von natu¨rlichen Antioxidantien und Cofaktoren sta¨rkt die natu¨rlichen Radikal-
Abwehrmechanismen und hilft dabei oxidativen Stress abzubauen.
Durch Einsatz entsprechender Therapien ist es mo¨glich die oxidative Belastung der Zellen
gezielt zu senken und kann im Zusammenhang mit Alters-Beschwerden und Erkrankungen,
wie beispielsweise kardiovaskula¨ren Sto¨rungen, Krebs und neurodegenerativen Sto¨rungen
positive Wirkungen erzielen [Murakami et al., 2000, Rahman, 2007].
Auch findet der Einsatz gezielter Induktion der ROS-Bildung in der Medizin Anwendung.
In der Strahlentherapie versucht man durch gezielte Bestrahlung von “erkranktem” Zell-
gewebe ein Absterben der erkrankten Zellen zu erreichen. Jedoch beschra¨nkt sich die
Induktion der ROS-Bildung hierbei nicht auf die gewu¨nschten Bereiche und es kommt
ebenfalls zu starken Scha¨digungen des gesunden Gewebes.
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7.2. Elektronenspinresonanz: Spin trap
7.2.1. Grundlagen
Die Grundlagen der ESR-Spektroskopie wurden bereits in Kapitel 2.3 erla¨utert. Fu¨r
die Untersuchungen zum Radikalnachweis werden cw-ESR-spektroskopische Methoden
eingesetzt.
Die cw-Messungen erfolgen bei Raumtemperatur und auf die Verwendung von PDS-
Methoden kann vollsta¨ndig verzichtet werden, da keine Informationen u¨ber die Dipol-Dipol-
Wechselwirkungen und damit u¨ber den Abstand der ungepaarten Elektronen von Interesse
sind.
Zur Detektion der Radikale wird ein Radikalfa¨nger eingesetzt der a priori kein cw-ESR-
Signal liefert, sondern erst durch den Kontakt mit dem freien Radikal ein ungepaartes
Elektron besitzt [Lottspeich, Engels, 2012]. Das bedeutet bereits durch die Detektion
eines cw-ESR-Signals, welches von dem Grundspektrum (Baseline) abweicht, ko¨nnen freie
Radikale nachgewiesen werden.
Abb. 7.1: Strukturformel des PBN
Verbindungen die zu diesem Zweck geeignete Ei-
genschaften aufweisen sind meistens Oxazolidin-
, Piperidin-, Pyrrolidin- oder Nitrosobenzol-
Verbindungen die eine entsprechend zuga¨ngliche
und stabilisierte Nitroxidgruppe besitzen[Lottspeich,
Engels, 2012, Todres, 2009].
Die wohl bekannteste Ausnahme hierbei, bildet
das N-tert-Butyl-α-Phenylnitron (PBN), in der
die Nitroxidgruppe durch die induktiven Effekte
das tert-Butyl- und der Phenyl-Gruppe stabilisiert
wird.
Die Struktur dieser Verbindung ist in nebenste-
hender Abbildung 7.1 dargestellt.
Die kovalente C-N-Doppelbindung an der Nitroxidgruppe dient hierbei als Ziel des radikali-
schen Angriffs und das ungepaarte Elektronenpaar wird auf die Nitroxidgruppe u¨bertragen
und durch diese stabilisiert. Durch die Na¨he des Radikalelektrons zur Nitroxidgruppe,
beeinflusst der Stickstoffkern durch Hyperfeinkopplung das cw-ESR-Spektrum.
Das durch die kovalente Bindung des Radikals mit der Spin trap entstehende Produkt wird
als Spin-Addukt bezeichnet. Diese Spin-Addukte werden entsprechend des freien Radikals
als C-, N-, OH-, OOH-, NO-...,-Addukt der Spin trap bezeichnet und beeinflussen die Form
des entstehenden cw-ESR-Spektrums deutlich [Duling, 1994, Guo et al., 2003].
Eine graphische Veranschaulichung der ha¨ufigsten EMPO-Spin-Addukte findet sich in
Abschnitt 7.2.3.
Fu¨r ha¨ufig verwendete Spin traps lassen sich die Parameter verschiedener Spin-Addukte zur
theoretischen Kalkulation des entsprechenden cw-ESR-Spektrums in Datenbanken finden.
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Die wohl bekannteste Datenbank ist die “Spin Trap Database” mit u¨ber 10.000 Eintra¨gen
publizierter Spin-trap-Experimente. Sie findet sich unter der Website des “National Institute
of Environmental Health Sciences”, kurz NIEHS [www.niehs.nih.gov].
Eine der wohl bekanntesten Spin-trap-Verbindungen ist das 5,5-Dimethyl-1-pyrrol-N-oxid
(DMPO) [Li et al., 2016], welches bereits in einer Vielzahl von Experimenten eingesetzt
wurde. Entsprechend liegt ein breites Spektrum an bekannten Daten vor und DMPO
eignet sich fu¨r die Analyse von C-, N-, O- und S-radikalischen Verbindungen [Guo et al.,
2003, Villamena et al., 2005].
Da vor allem durch eine lange Lebensdauer der gebildeten Spin-Addukte die cw-ESR-
Messung entscheidend beeinflusst wird, stellt es ein noch immer aktuelles Ziel der Forschung
dar, Spin traps im Hinblick auf die Stabilisierung der Nitroxidgruppe zu modifizieren [Hauck,
2007, Leinisch, 2009, Todres, 2009].
Durch eine gesteigerte Stabilita¨t der Spin-Addukte ko¨nnen la¨ngere cw-ESR-Messungen
durchgefu¨hrt werden und eine ho¨here Auflo¨sung des Spektrums gewa¨hlt werden. Auch
steigt die Zeit welche man fu¨r die Probenvorbereitung und das Feintuning der Probe zur
Verfu¨gung hat.
Die Verbindung Diethyl-(2-methyl-1-oxido-3,4-dihydro-2H-pyrrol-2-yl)phosphonat (DEPM-
PO) stellt eine solche modifizierte Version des DMPO dar und gilt als eine der effizientesten
Spin traps zur Detektion und Analyse von C-, N-, O- und S-radikalischen Verbindungen
[www.niehs.nih.gov]. Im Vergleich zum DMPO wurde fu¨r die Synthese von DEPMPO
eine Methyl-Gruppe durch Diethylphosphonat ausgetauscht, wodurch der Pyrrol-Ring
stabilisiert wird.
Auch zu der Spin trap DEPMPO findet sich eine Vielzahl von vero¨ffentlichten Forschungs-
daten in der NIEHS Datenbank [www.niehs.nih.gov].
Die in dieser Arbeit verwendete Verbindung 2-Ethoxycarbonyl-2-methyl-3,4-dihydro-2H-
pyrrol-1-oxid (EMPO) ist ebenfalls ein stabilisiertes DMPO-Derivat, bei dem die Methyl-
Gruppe durch eine Ethoxycarbonyl-Gruppe ersetzt wurde, um die Stabilisierung des
Pyrrol-Rings zu erreichen. Ebenso wie DEPMPO eignet sich EMPO sehr gut zur Detektion
und Analyse von C-, N-, O- und S-radikalischen Verbindungen [Zhang et al., 2000].
DMPO und die Derivate DEPMPO und EMPO sind in Abbildung 7.2 dargestellt.
(a) DMPO (b) DEPMPO (c) EMPO
Abb. 7.2: Strukturformel von DMPO, DEPMPO und EMPO
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7.2.2. Spektren-Simulation
Bei der Simulation der Spin-trap-Spektren wird von einer isotropen Verteilung des Systems
und freier/hoher Beweglichkeit des paramagnetischen Zentrums der Spin traps ausgegangen,
da die Messungen jeweils bei Raumtemperatur in Lo¨sung durchgefu¨hrt werden.
Die Simulation des gewu¨nschten Spin-trap-Spektrums kann anhand der Parameter mit
einer geeigneten Software wie “WinSIM” oder dem Matlab®-basierten “EasySpin” erfolgen
[Duling, 1994, Stoll, Schweiger, 2006].
Die Matlab®-basierte Software “EasySpin” bietet breite Anwendungsmo¨glichkeiten zur
Simulationen von ESR-Spektren. So ko¨nnen mit dieser Software sowohl cw- als auch PDS-
ESR-Spektren simuliert werden und Simulationen unter verschiedenen Versuchsbedingungen
von RT- bis TT-Messungen unterschiedlicher paramagnetischer Zentren durchgefu¨hrt
werden. Eine Beschra¨nkung auf Nitroxide als paramagnetische Zentren besteht hierbei
nicht. Fu¨r die Simulation der Spin-trap-cw-ESR-Spektren muss die “garlic”-Funktion
verwendet werden. Eine ausfu¨hrliche Anleitung zur Verwendung der Matlab®-basierten
“EasySpin”-Software findet sich unter [www.easyspin.org].
Die “WinSIM”-Software wurde 1994 von Duling fu¨r die Analyse von Nitroxid-spin-traps
geschrieben und mit einer Auswahl hierfu¨r angepasster Fit-Algorithmen ausgestattet, die
eine Anpassung der simulierten Spektren ermo¨glichen. Die neuste Version dieser Software
wurde 2002 fu¨r die Verwendung unter “Windows 95 / NT” aktualisiert und ist in Form
der “PEST WinSIM”-Software auf der Website [www.niehs.nih.gov] erha¨ltlich. Eine kurze
Beschreibung zur Installation und FAQ von “WinSIM” findet sich unter [www.niehs.nih.gov],
eine Beschreibung der jeweiligen Funktionen in Quelle [Duling, 1994].
Prinzipiell werden als Grundlage der Simulation die verwendeten Hyperfeinkopplungs-
konstanten aiso der fu¨r das cw-ESR-Spektrum verantwortlichen Elemente beno¨tigt, siehe
Abschnitt 2.3.2.4.
Im Falle der Nitroxid-spin-traps entspricht dies der Hyperfeinkopplungskonstanten aN des
14N -Stickstoffatoms und aHx der nahe benachbarten 1H-Wasserstoffatome, sowie weiterer
Elemente sofern vorhanden.
Exakt diese Konstanten sind entsprechend in den Spin-trap-Datenbanken hinterlegt.
In Abbildung 7.3 wird der Einfluss der Hyperfeinkopplungskonstanten des 14N -Stickstoff-
atoms und 1H-Wasserstoffatoms an β-Position auf die Ausbildung des charakteristischen
EMPO-OH-Addukt-Spektrums (schwarz) dargestellt.
Die Ausbildung eines 4-Linienspektrums la¨sst sich dabei durch die Aufspaltung der Ener-
gieniveaus durch 14N mit der Kernspinquantenzahl mI = +1, 0, −1 und 1H mit der
Kernspinquantenzahl mI = +12 , −12 und die dabei fast gleich großen Hyperfeinkopplungs-
konstanten aN und aHβerkla¨ren.
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Abb. 7.3: Charakteristisches cw-ESR-Spektrum des EMPO-OH-Adduktes (schwarz)
und Einfluss der Hyperfeinstruktur.
Das rote Spektrum stellt die 3-Linien-Aufspaltung durch das 14N -Isotop dar.
Das typische 1 : 2 : 2 : 1 -Spektrum entsteht durch Kombination
der Hyperfeinkopplungskonstanten aN und aHβ .
Sofern die zu untersuchenden Radikale nicht spezifisch u¨ber einen entsprechenden expe-
rimentellen Aufbau erzeugt werden, wie beispielsweise durch Xanthinoxidase (XO) oder
Fenton-Reaktion (Fn), liegen mehrere verschiedene freie Radikale vor. Dadurch bilden sich
unterschiedliche Spin-Addukte und es kommt zu einem komplexen Multilinien-cw-ESR-
Spektrum.
Um nun Ru¨ckschlu¨sse auf die vorliegenden Radikale ziehen zu ko¨nnen, mu¨ssen die Spektren
der einzelnen Addukte simuliert werden und durch die Summe dieser das Multilinien-
Spektrum erhalten werden. Dies setzt die quantenmechanische Kalkulation der einzelnen
Spin-Addukt-Spektren und die Anpassung aller Parameter durch eine geeignete komplexe
Fit-Funktion voraus [Duling, 1994].
Sowohl die Software “EasySpin” als auch “WinSIM” bieten hierfu¨r geeignete Algorithmen
und ermo¨glichen die Kalkulation von Multilinien-Spektren durch Fit und Summierung der
Einzelspektren.
Eine vollsta¨ndige Simulation fu¨r ein Multilinien-Spektrum mit “EasySpin” fu¨r DMPO-




Die Verbindung 2-Ethoxycarbonyl-2-methyl-3,4-dihydro-2H-pyrrol-1-oxid (EMPO) ist ein
Derivat des DMPO, in welchem die Nitroxidgruppe durch den induktiven Effekt der
Ethoxycarbonyl-Gruppe auf den Pyrrol-Ring stabilisiert wird. Hierdurch kommt es zu einer
deutlich la¨ngeren Lebensdauer der Spin-Addukte [Zhang et al., 2000].
Dadurch ist es mo¨glich, eine bessere Auflo¨sung der cw-ESR-Messung zu erhalten, und
es steht mehr Zeit fu¨r das Probenhandling zur Verfu¨gung, wodurch auch komplexere
Experimente durchgefu¨hrt werden ko¨nnen.
Außerdem ko¨nnen auch a¨ußerst instabile und entsprechend kurzlebige Radikale detektiert
werden.
Die Nachweisgrenze der freien Radikale wird ebenfalls auf kleinere Konzentrationen gesenkt.
Es gilt, insbesondere bei la¨ngeren Messungen, zu beachten, dass die Stabilita¨t der einzelnen
Spin-Addukte unterschiedlich bleibt und die zeitnahe Messung sowie die Messdauer von
großer Bedeutung sind, um tatsa¨chlich das vollsta¨ndige Spektrum aller Radikale detektieren
zu ko¨nnen.
Die in dieser Arbeit untersuchten EMPO-Addukte sind in Abbildung 7.4 dargestellt. Auf die
Darstellung der Ethoxycarbonyl-Gruppe wird dabei verzichtet und diese mit “R” abgeku¨rzt.
Das vollsta¨ndige EMPO-Moleku¨l ist in Abbildung 7.2 dargestellt. In den Abbildungen sind
dabei die fu¨r die Hyperfeinaufspaltung relevanten Wasserstoffatome rot markiert.
(a) H-Addukt (b) OH-Addukt
(c) C-Addukt (d) OOH-Addukt




Der Nachweis von Radikalen innerhalb einer Zelle bzw. eines Gewebes ist fu¨r medizinische
Forschungen, insbesondere auf dem Gebiet des Alterns und altersbedingter Krankheiten,
von großem Interesse.
Bei der Tumortherapie des Menschen wird der Ko¨rper mittels eines Linearbeschleunigers
einer geringen Dosis ionisierender Strahlung ausgesetzt, um Krankheiten zu heilen oder
deren Fortschreiten zu verhindern. Diese Behandlung fu¨hrt zu einer stark erho¨hten ROS-
Bildung im Ko¨rper.
Auch wa¨hrend einer Ro¨ntgen- oder Computertomographie (CT) wird der Ko¨rper einer
hohen Strahlendosis ausgesetzt, wodurch ebenfalls eine vermehrte Radikalbildung innerhalb
der Zellen auftreten ko¨nnte.
Neuere Forschungsergebnisse an Ma¨usen zeigen vermehrte DNA-Einzelstrangbru¨che nach
MRT-Untersuchungen, welche durch vermehrte Radikalbildung erkla¨rt werden ko¨nnten.
Ziel dieser Arbeit ist es die wa¨hrend dieser medizinischen Behandlungen gebildeten Radikale
zu detektieren und zu analysieren.
Um den Einfluss der Bestrahlung mo¨glichst praxisnah untersuchen zu ko¨nnen soll ein
human-medizinischer Linearbeschleuniger sowie ein human-medizinischer Computertomo-
graph zur Vorbereitung der Proben verwendet werden.
Zur MRT-Behandlung der Proben wird ein Kleintier-MRT gewa¨hlt, um der geringen Pro-
bengro¨ße gerecht werden zu ko¨nnen und ein bildgebendes Verfahren und somit abgesicherte
Bestrahlung fu¨r die Probenplatte ermo¨glichen zu ko¨nnen.
Hierfu¨r sollen die Proben in Kooperation mit Y. Lorat und C. Ru¨be in der Klinik fu¨r
Strahlentherapie im UKS Homburg vorbereitet, in flu¨ssigem Stickstoff nach Kaiserslautern
u¨berfu¨hrt und am ESR-Spektrometer vermessen werden.
Die durch A. Karbach und P. Schweickert im Arbeitskreis nach einem verbesserten Syn-
theseverfahren hergestellte Verbindung EMPO soll fu¨r Radikalnachweis-Untersuchungen
getestet und verwendet werden.
Die Reinheit des synthetisierten Produktes und die Anwesenheit spontan gebildeter
Radikale soll durch cw-ESR-Spektroskopie u¨berpru¨ft werden. Fu¨r die Radikalnachweis-
Untersuchungen ist die EMPO-Stammlo¨sung gegebenenfalls frisch aufzubereiten.
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Um den Einfluss der Pufferlo¨sung, Temperatur und der Behandlungsdauer der Proben auf
die Radikalbildung bei den verschiedenen Probenvorbereitungen abscha¨tzen zu ko¨nnen
sollen Langzeitmessungen verschiedener Pufferlo¨sungen durchgefu¨hrt und die spontane
Radikalbildung sowie der Zerfall der EMPO-Addukte beobachtet werden.
Die erhaltenen EMPO-Spektren sollen na¨her analysiert und die Anteile verschiedener
Radikale bestimmt werden. Hierfu¨r ist ein geeignetes Vorgehen zu bestimmen.
Im Rahmen dieser Arbeit soll die Mo¨glichkeit untersucht werden, unter Verwendung der
Spin trap EMPO, Radikale innerhalb von Zellen zu detektieren.
Als Zellen werden fu¨r diese Untersuchungen Lymphozyten und Fibroplasten von unseren
Kooperationspartnern zur Verfu¨gung gestellt.
80
9. Ergebnisse
9.1. Simulation der EMPO-Spektren
Wie bereits in Abschnitt 7.2.2 beschrieben gibt es diverse Mo¨glichkeiten das cw-ESR-
Spektrum einer Spin trap zu simulieren.
Zu Beginn dieser Arbeit wurde das OH-Addukt des EMPO wie in Abschnitt 11.1.2
beschrieben u¨ber Fenton-Reagenz (Fn) erzeugt und entsprechend der Einstellungen in
Kapitel 17 vermessen.
Das erhaltene 4-Linien-Spektrum wurde mittels der Software “EasySpin” und “WinSIM”
simuliert und entsprechend gefittet.
Als Grundlage der “EasySpin”-Simulation wurde die “garlic”-Funktion verwendet. Die
entsprechenden Parameter wurden der Dissertation von S. Hauck entnommen [Hauck,
2007].
Fu¨r die “WinSIM”-Simulation wurden die Hyperfeinkopplungskonstanten des DMPO-OH-
Adduktes aus der NIEHS-Datenbank [www.niehs.nih.gov] verwendet, die restlichen Gro¨ßen
werden u¨ber den Fit bestimmt.
Deutlich la¨sst sich in beiden Simulationen das erwartete 1 : 2 : 2 : 1 Verha¨ltnis der Peaks erken-
nen und dem experimentellen Spektrum anpassen. Die Ausbildung dieses 4-Linienspektrums
wird in Abschnitt 7.2.2 hergeleitet.
Um die experimentellen Daten mit den simulierten Spektren fitten zu ko¨nnen, wurde eine
Baseline-Korrektur erster Ordnung der jeweiligen Spektren durchgefu¨hrt. Um den Einfluss
des Grundspektrums, der durch das Grundsignal der Stammlo¨sung, die Kapillare und die
Pufferlo¨sung beeinflusst wird, abziehen zu ko¨nnen, wurde anschließend eine Background-
korrektur durch Subtraktion des Spektrums “20 mM EMPO in PP pH 8” durchgefu¨hrt,
welches zur Reinheitskontrolle der jeweiligen Stammlo¨sung vermessen wurde.
Trotz la¨ngeren Rechenzeiten lieferte die u¨ber die Software “EasySpin” kalkulierte Fit-
Kurve deutlich gro¨ßere Abweichungen zum experimentellen Spektrum als die “WinSIM”-
Simulation. Grund hierfu¨r ist die in “EasySpin” nicht separierte Betrachtung der low-,
middle- und high-field-Linienbreite, wodurch das simulierte Spektrum die gleiche Ho¨he und
Intensita¨t der Peaks voraussetzt, was in den experimentellen Daten nicht gegeben ist.
In dieser Arbeit werden im Folgenden die Fit-Simulationen mit der “WinSIM”-Software
durchgefu¨hrt, da diese u¨ber einen fu¨r Nitroxid-spin-traps konzipierten Fit-Algorithmus
verfu¨gt und die Kalkulation von bis zu zehn verschiedenen Einzelspektren (“Spezies”),
mit jeweils bis zu 16 unterschiedlichen Hyperfeinkopplungen, dabei jeweils eine separate
Betrachtung der low-, middle- und high-field-Linienbreite sowie des Gauß/Lorentz-Profils
(inhomogene Linienverbreiterung) unterstu¨tzt [Duling, 1994].
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Hierdurch stimmen die simulierten Spektren sehr gut mit den Experimentellen u¨berein und
es ist mo¨glich Ru¨ckschlu¨sse auf die vorhandenen Spin-Addukte und somit auf die freien
Radikale zu ziehen.
Die jeweils gefundenen Fit-Kurven und die dazugeho¨rigen Parameter sowie der Korrelati-
onswert wurden als pdf-Datei exportiert, um die graphische U¨bereinstimmung der gefitteten
Spektren zu belegen.
Die gemessenen Spektren mit den dazugeho¨rigen Fitkurven werden im Anhang 16 darge-
stellt.
Als Grundlage der Simulation der EMPO-Spin-Addukte werden die Parameter der DMPO-
Addukte verwendet. Bereits vorliegende Daten aus der Dissertation von S. Hauck belegen
die entsprechende U¨bereinstimmung der EMPO- mit den DMPO-Spektren in Versuchen
mit Generierung freier Radikale u¨ber Xanthinoxidase (XO), Fenton-Reagenz (Fn) und
Kaliumsuperoxid-Schwefelsa¨ure (KO2−DMSO−H2SO4 − Fe(II)) [Hauck, 2007].
Zur besseren U¨bersicht werden die Daten verschiedener DMPO-Addukte in nachfolgender
Tabelle 9.1 zusammengefasst.
Der Wertebereich umspannt dabei die gemessenen Hyperfeinkopplungskonstanten aus ver-
schiedenen Quellen in folgenden Lo¨sungsmitteln: H2O, PBS, HEPES zwischen pH-Werten
von 7.0 - 8.0.
Dabei werden die Dissertation von Hauck, der U¨bersichtsartikel von Buettner und die NIEHS
“Spin Trap Database” als Quellen verwendet [Hauck, 2007, Buettner, 1987, www.niehs.nih.gov].
Tab. 9.1: ESR-Parameter der DMPO-Addukte in H2O, PBS und HEPES
Addukt
Hyperfeinkopplungskonstanten
aN [G] aHβ [G]
·CH3 16.1 - 16.5 23.00 - 23.8
·CH2OH 15.8 - 16.0 22.5 - 22.7
·CH2CH3 16.2 - 16.3 22.8 - 23.5
CH3C ·HOH 15.8 - 16.0 22.8 - 23.0
CO−2 · 15.6 - 15.9 18.6 - 19.1
H· 16.6 - 16.7 22.4 - 22.6 (2)
·OH 14.9 - 15.1 14.9 - 15.1
·OOH 14.2 - 14.3 11.2 - 11.7




15.3 - 16.6 22.0 - 22.6
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In Tabelle 9.1 wird ersichtlich, dass der Unterschied zwischen verschiedenen C-Addukten
jeweils nur sehr gering ausfa¨llt, weshalb eine Unterscheidung verschiedener C-Addukte
fu¨r EMPO ohne ausreichende und pra¨zise Messungen der jeweiligen isolierten C-Addukte
nicht mo¨glich ist. In dieser Arbeit wird daher nur allgemein die Bildung von C-Addukten
untersucht und nicht zwischen den mo¨glichen Typen unterschieden.
Auch die Parameter der C-radikalischen DMPO-Zerfallsprodukte wie beispielsweise dem
3-DMPO-yl (DMPO-3C·) bilden hierbei keine Ausnahme und a¨hneln stark denen anderer
C-Addukte.
Es gibt einige weitere mo¨gliche Oxidations- oder Zerfallsprodukte des DMPO, welche in
den Arbeiten von Buettner und Villamena beschrieben sind und unterschiedliche Hyper-
feinkopplungskonstanten aufweisen [Buettner, 1987, Villamena et al., 2005].
Im Falle des DMPO-H-Addukts liegen jeweils zwei gleichwertige Hβ-Atome vor, wodurch
es zu einer doppelten Hyperfeinaufspaltung durch beide aHβ kommt und sich ein 9-Linien-
spektrum mit Verha¨ltnis 1 : 1 : 2 : 1 : 2 : 1 : 2 : 1 : 1 ausbildet.
Das entsprechend Abschnitt 11.1.2 u¨ber Fenton-Ansatz erzeugte EMPO-OH-Addukt--
Spektrum wird zur Bestimmung der genauen Hyperfeinparameter des EMPO-OH-Adduktes
mittels der Software “WinSIM” analysiert.
Die experimentellen Daten einer solchen EMPO Fn-Messung und die entsprechende Fitkurve
sind in Abbildung 9.1 dargestellt.
Abb. 9.1: Experimentelles (schwarz) und simuliertes (rot) EMPO-OH-Spektrum.
Fu¨r die Fitkurven wurden die Parameter aN = 14.1 und aHβ=13.0 ermittelt
EMPO-Konzentration: 20 mM; Fenton-Ansatz: 10 mM Am-Fe(II) & 0.3 % H2O2
83
In Abbildung 9.1 ist zu erkennen, dass das typische 1 : 2 : 2 : 1 Verha¨ltnis des OH-Adduktes
auch im Falle der EMPO-Messung auftritt.
Im Vergleich zu DMPO zeigt sich, dass die Werte aHβ und aN nicht weiterhin identisch
sind, sondern eine Abweichung aufweisen, wodurch es zu einer Verschiebung und Linienver-
breitung kommt. Der Unterschied ist dabei jedoch klein genug, so dass es nicht zu einer
weiteren Aufspaltung der Peaks kommt.
Der Unterschied der beiden Hyperfeinkopplungskonstanten im Falle des EMPO la¨sst sich
durch die Ethoxycarbonyl-Seitengruppe erkla¨ren, wodurch das Moleku¨le nicht symmetrisch
ist und ein starker Einfluss auf das System ausgeht.
Ein a¨hnlicher Einfluss ist auch bei allen weiteren EMPO-Addukten zu erwarten und la¨sst
sich durch die WinSIM-Kalkulation bestimmen.
In den folgenden Abbildungen werden die, in dieser Arbeit ermittelten, theoretischen EMPO-
Spektren der vier ha¨ufigsten Addukte dargestellt. Als Grundlage dieser Bestimmung wurden
die Daten aus den Untersuchungen zur ROS-Bildung in verschiedenen Puffersystemen
verwendet, welche in Abschnitt 9.3 aufgefu¨hrt werden.
























Abb. 9.5: Theoretisches ESR-Spektrum des EMPO-OOH-Adduktes
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9.2. Versuche zur Detektion von ROS in Zellen
Um zu Testen ob die Detektion von ROS-Bildung innerhalb von Zellen mittels EMPO
mo¨glich ist, wurden Kontrolluntersuchungen mit einer intensiven Bestrahlung der Zellen
durchgefu¨hrt, dabei wurde als sichere Quelle der Radikalerzeugung ein Linearbeschleuniger
verwendet.
Um den Einfluss der Bestrahlung mo¨glichst praxisnah untersuchen zu ko¨nnen soll ein human-
medizinischer Linearbeschleuniger sowie ein human-medizinischer Computertomograph zur
Vorbereitung der Proben verwendet werden.
Zur Behandlung der Zellen werden diese erst kurz vor Beginn der Bestrahlung aus dem
Brutschrank genommen und fu¨r die Behandlung transportiert und vorbereitet.
9.2.1. Voruntersuchungen EMPO
Um die idealen Einstellungen fu¨r die ESR-spektroskopischen Untersuchungen und eine
geeignete EMPO-Konzentration zur Detektion und Bestimmung von Radikalen zu bestim-
men, wurde zu Beginn der Messreihe eine 200 mM EMPO-Stammlo¨sung entsprechend
Abschnitt 11.2.2 angesetzt.
Als Positivkontrolle wurde zur Bildung des EMPO-OH-Adduktes ein Ansatz mit Fenton-
Reagenz (Fn), entsprechend der in Abschnitt 11.2.2 beschriebenen Methode, mit einer
EMPO-Endkonzentration von 20 mM angesetzt (EMPO Fn-Ansatz) und direkt in eine
Kapillare u¨berfu¨hrt und im ESR-Spektrometer vermessen.
Es wurden verschiedene Parameter variiert und sehr klare Linien und ein mo¨glichst geringes
Hintergrundrauschen mit den in Abschnitt 17.2.1 angegeben Parametern gefunden.
Diese Parameter wurden daher in den ROS-Messungen verwendet.
Aufgrund der hohen Conversion- und Sampling-Time kommt es hierbei zu einer relativ
langen Messdauer. Um einen Fehler aufgrund dieser hohen Messdauer durch beispielsweise
Signalabnahme ausschließen zu ko¨nnen, wurde zu Beginn und zum Ende jeder Messung
eine Messung mit den fast-Parameter durchgefu¨hrt.
Die Stabilita¨t des EMPO Fn-Ansatzes wurde nach 2, 4 und 6 Stunden bei RT u¨berpru¨ft
und zeigt innerhalb dieser Zeit keine Signalabnahme.
Eine la¨ngere Kinetik des Signalabfalls u¨ber Zeit innerhalb der Messkapillaren wird im
na¨chsten Abschnitt 9.3.1 aufgefu¨hrt.
Die Stabilita¨t des puren 20 mM EMPO-Ansatzes unter Raumtemperatur wurde getestet,
indem ein 60 µl Ansatz 20 mM EMPO in einem Eppi vorbereitet wurde und von diesem zu
Beginn, nach 14 und 40 Stunden jeweils eine Probe entnommen und vermessen wurde. Das
Eppi wurde in der Zwischenzeit jeweils verschlossen bei RT gelagert und die Lo¨sung mit
Argon u¨berschichtet. Die Ergebnisse dieser Messreihe sind in Abbildung 9.6 aufgefu¨hrt.
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Abb. 9.6: Stabilita¨t der 20 mM EMPO-Lo¨sung bei Raumtemperatur
Man erkennt den Zerfall der EMPO-Lo¨sung und die Bildung von Radikal-Addukten. Es ist
daher entscheidend wichtig, sa¨mtliche Proben sowie die Stammlo¨sung schnellstmo¨glich in
LN2 zu u¨berfu¨hren und dort zu lagern.
Zur Kontrolle der Stabilita¨t bei Lagerung in LN2 wurde eine EMPO Fn-Probe angesetzt
und auf 4 Kapillaren verteilt, von denen eine direkt, die zweite nach 12 Stunden, die dritte
nach 36 Stunden und die letzte nach 7 Tagen vermessen wurde.
Zur Lagerung wurden diese Proben in dem LN2- dry shipper u¨berfu¨hrt und gelagert.
Abb. 9.7: Lagerung der EMPO Fn-Probe in LN2
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Innerhalb dieser Messreihe traten, wie in Abbildung 9.7 gut zu erkennen ist, keine unter-
schiedlichen Peaks zwischen den gemessenen Spektren auf.
Erst u¨ber einen la¨ngeren Zeitraum von 14 Tagen ist eine Abnahme der Signalintensita¨t
zu beobachten, die geplante Behandlung und Messung der Proben wird jeweils am selben
oder nachfolgenden Tag durchgefu¨hrt.
Die Lagerung unter LN2-Bedingungen stabilisierte die Proben u¨ber einen ausreichend
langen Zeitraum.
Durch den Transport der Proben von Homburg nach Kaiserslautern ist kein Signalverlust
der Messproben zu erwarten.
Zur Bestimmung einer geeigneten EMPO-Konzentration wurden EMPO Pur- und
EMPO Fn-Ansa¨tze mit einer Endkonzentration von 5 mM, 10 mM, 20 mM, 50 mM und
100 mM EMPO angesetzt und direkt vermessen.
Die Messungen mit 50 mM und insbesondere 100 mM EMPO weisen trotz Reinigung u¨ber
Aktivkohle ein deutlicheres Grundsignal des gereinigten EMPO-Ansatzes auf.
Im Falle der EMPO Fn-Messung zeigt sich deutlich der sto¨rende Einfluss dieses Eigen-
signals und es kommt zur Entstehung eines Multilinienspektrums durch unerwu¨nschte
Nebenreaktionen, z.B. durch Zerfalls- bzw. Oxidationsprodukte des EMPO selbst.
In Abbildung 9.8 ist der Vergleich der Spektren EMPO Pur 100mM mit EMPO Fn 100mM
dargestellt, in dem man dies sehr gut beobachten kann.
Abb. 9.8: Vergleich der Spektren EMPO Pur (rot) und EMPO Fn (orange)
mit 100 mM EMPO.
Die Messungen mit einer geringeren Menge EMPO zeigen keine negative Beeinflussung des
Spektrums, weisen allerdings eine Abnahme der Signalintensita¨t auf.
Da eine mo¨glichst sensitive Detektion erwu¨nscht ist, stellt sich die Endkonzentration von
20 mM EMPO fu¨r die Untersuchungen als geeignet heraus.
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9.2.2. Erstes Experiment “ROS-Nachweis”
Fu¨r die Untersuchung wurden vor Ort in Homburg von Y. Lorat die Lymphozyten aus
Vollblut isoliert, gepoolt und u¨ber Nacht in RPMI-Medium im Brutschrank inkubiert.
Die Lymphozyten wurden zu Beginn der Behandlung aus dem Brutschrank genommen und
abzentrifugiert. Das Pellet wurde im Anschluss in 15 ml PBS resuspendiert und je 3 ml in
eine kleine Zellkulturflasche fu¨r die Bestrahlung u¨berfu¨hrt.
Fu¨r die Kontrollproben wurden zweimal 3 ml PBS ebenfalls in Zellkulturflaschen u¨berfu¨hrt.
Die Bestrahlung der Kontrollen und Proben erfolgte direkt in der Zellkulturflasche.
Es wurde jeweils nur eine Flasche bestrahlt, die Probe direkt im Anschluss in ein 15 ml
Falcon u¨berfu¨hrt und mittels Ultra-Turrax aufgeschlossen.
Sofort darauf wurden zweimal 18 µl der Probe in ein Eppi aliquotiert und mit 2 µl der
200 mM EMPO-Stammlo¨sung resuspendiert.
Ein Eppi wurde sofort in LN2 schock-gefroren und aus dem anderen wurde die Probe in
die Messkapillare u¨berfu¨hrt und ebenfalls eingefroren.
Es wurden drei Kontrollmessungen (K 1 - K 3) und vier Probenmessungen durchgefu¨hrt,
die relevanten Ergebnisse sind in Abbildung 9.9 aufgefu¨hrt:
K 1: 20 mM EMPO mit Zellen ohne Bestrahlung
K 2: 20 mM EMPO ohne Zellen ohne Bestrahlung
K 3: 20 mM EMPO ohne Zellen 2.0 Gy Bestrahlung
P 1: 20 mM EMPO mit Zellen 0.5 Gy Bestrahlung
P 2: 20 mM EMPO mit Zellen 1.0 Gy Bestrahlung
P 3: 20 mM EMPO mit Zellen 2.0 Gy Bestrahlung
P 4: 20 mM EMPO mit Zellen 6.0 Gy Bestrahlung
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Abb. 9.9: Ergebnisse des ersten Experimentes “ROS-Nachweis”
In allen Kontrollen und Proben ist kein Unterschied zum Grundspektrum EMPO Pur zu
entdecken.
Mit dem hier beschriebenen Versuchsaufbau konnten leider keine ROS detektiert werden.
Selbst in der Positiv-Kontrolle K 3 wurden keine Radikale detektiert, auch wenn durch die
Bestrahlung mit 2 Gy sicherlich welche entstanden sein mussten.
Die Vermutung liegt in diesem Fall sehr nahe, dass vermutlich zu viele Radikale zum
Zeitpunkt der EMPO-Zugabe bereits zerfallen sind.
Es wird ein anderer Versuchsaufbau zur Bestimmung der Radikale in Zellen beno¨tigt.
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9.2.3. Zweites Experiment “ROS-Nachweis”
Um eine mo¨glichst hohe Sensitivita¨t der Radikaldetektion zu erreichen und gegebenenfalls
mit sonstigen Zellbestandteilen, welche die Radikale ebenfalls binden zu ko¨nnen, besser
konkurrieren zu ko¨nnen, wird in diesem Versuchsaufbau eine deutlich ho¨here EMPO-
Konzentration von 100 mM sowie 150 mM verwendet. Hierfu¨r wird eine 500 mM EMPO-
Stammlo¨sung angesetzt.
Außerdem wird die Zelldichte der Lymphozyten durch Reduktion des PBS-Resuspensions-
Volumen auf 1 ml drastisch erho¨ht und die Dosis der Bestrahlung auf 10 Gy erho¨ht, um
die produzierte “ROS-Menge” zu erho¨hen.
Die Probe wurde anschließend in 2 Eppis zu je 0.5 ml aliquotiert.
Die Bestrahlung der Proben erfolgte in einer hierfu¨r angefertigten Probenplatte aus Plexi-
glas, in der 15 ml-Falcons, 1.5 ml-Eppis und 0.5 ml-Reaktionsgefa¨ße Platz haben.
Der Bestrahlungsplan wurde in einem Feld aus 180° berechnet, so dass sich die Zellen
innerhalb der 100 %-Isodosis befinden und die gesamte Dosis an der Probe ankommt.
Die Probenplatte und der Bestrahlungsplan wurde von Y. Lorat berechnet und zur
Verfu¨gung gestellt.
Im Anschluss an die Bestrahlung wird die Probe sofort mit dem Ultra-Turrax aufgeschlossen
und in einem weiteren Eppi mit EMPO vermengt, in die Messkapillare u¨berfu¨hrt und
sofort bis zur Messung in LN2 verwahrt.
Um die Unterschiede des Grundsignals der verschiedenen EMPO Konzentrationen in der
fu¨r diesen Versuch aufgereinigten 500 mM Stammlo¨sung zu ermitteln, wurden die reinen
EMPO-Spektren mit 20 mM und 100 mM EMPO ebenfalls in Homburg vorbereitet und in
LN2 nach Kaiserslautern u¨berfu¨hrt.
Ein Vergleich der beiden Spektren findet sich in Abbildung 9.10.
Abb. 9.10: Vergleich der EMPO Grundspektren mit 20 mM und 100 mM EMPO
fu¨r das zweite Experiment “ROS-Nachweis”
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Es wurde eine Kontrollmessung und zwei Probenmessungen durchgefu¨hrt, die relevanten
Ergebnisse sind in Abbildung 9.11 aufgefu¨hrt:
K 1: 150 mM EMPO mit Zellen ohne Bestrahlung
P 1: 100 mM EMPO mit Zellen 10 Gy Bestrahlung
P 2: 150 mM EMPO mit Zellen 10 Gy Bestrahlung
Abb. 9.11: Ergebnisse des zweiten Experimentes “ROS-Nachweis”
Auch in dieser Messreihe ist kein Unterschied zwischen K 1 und P 1 zu erkennen. Im Vergleich
mit dem Grundspektrum EMPO Pur ist ebenfalls nur eine minimale Versta¨rkung der
Intensita¨t zu erkennen, was durch die hohe EMPO-Konzentration und die Behandlungsdauer
der Probe allein zu erkla¨ren ist und nicht auf die Bestrahlung zuru¨ckgefu¨hrt werden kann,
da K 1 selbst ohne Bestrahlung die gleiche Intensita¨t wie die behandelte Probe P 1 aufweist.
Deutlich la¨sst sich das entstehende Signal als C-Addukt des EMPO interpretieren. Dieses
kann sowohl durch den Zerfall und die Eigenreaktion des EMPO oder durch die diversen
Zellbestandteile des hoch konzentrierten Zelllysats entstehen.
Der Einfluss der Bestrahlung auf die Zellen la¨sst sich auch mit diesem Versuchsaufbau
nicht messen.
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9.2.4. Drittes Experiment “ROS-Nachweis”
Da in den ersten Versuchen mit EMPO-Zugabe nach Bestrahlung und Zellaufschluss keine
messbaren Radikale detektiert werden konnten, erfolgt in diesem Experiment die Zugabe
des EMPO bereits vor der Bestrahlung.
Um dabei dennoch intakte Zellen untersuchen zu ko¨nnen, wurde in diesem Versuch keine
Zelllysierung durchgefu¨hrt sondern die Membranpermeabilita¨t durch DMSO-Zugabe erho¨ht,
um Radikale mittels EMPO direkt innerhalb der Zellen stabilisieren und detektieren zu
ko¨nnen.
Durch Versuche mit Trypan-Blau wurde eine Dosis von 1 % DMSO und eine Inkubationszeit
von 15 Minuten durch Y. Lorat als geeignet ermittelt, um eine hohe Permeabilita¨t zu
erhalten und die Zellen nicht zu zersto¨ren.
In diesem Versuchsteil wurde anstelle der Lymphozyten normale humane Hautfibroblasten
(NFFh) verwendet, welche mit humaner Telomerase Reverse Transkriptase (hTert) transfi-
ziert und nach dem Protokoll von Toouli et al (2002) immortalisiert wurden.
Es wurden zwei Ansa¨tze mit Fibroplasten vorbereitet. Die Fibroplasten wurden trypsiniert
und 2 Tage bei 37 °C im Brutschrank inkubiert, anschließend wurde der Verdau durch Zuga-
be von BSA gestoppt, die Zellen abzentrifugiert, das Zellpellet in 0.5 ml PBS resuspendiert
und die Zellen erneut fu¨r 2 Stunden bei 37 °C inkubiert.
Zu Beginn des Versuchs wurde den Proben 5 µl DMSO zugesetzt, diese fu¨r 15 Min. bei RT
inkubiert, zu je 27 µl in Eppis aliquotiert und jeweils 3 µl EMPO-Stammlo¨sung zugesetzt.
Nach Ablauf der Bestrahlung wurden alle Proben mo¨glichst zeitgleich in Messkapillaren
u¨berfu¨hrt und sofort bis zur Messung in LN2 verwahrt.
Es wurden vier Kontrollmessungen und eine Probenmessung durchgefu¨hrt, die relevanten
Ergebnisse sind in Abbildungen 9.9 aufgefu¨hrt:
K 1: 20 mM EMPO mit Zellen mit DMSO ohne Bestrahlung
K 2: 20 mM EMPO ohne Zellen mit DMSO ohne Bestrahlung
K 3: 20 mM EMPO ohne Zellen ohne DMSO 10 Gy Bestrahlung
K 4: 20 mM EMPO ohne Zellen mit DMSO 10 Gy Bestrahlung
P 1: 20 mM EMPO mit Zellen mit DMSO 10 Gy Bestrahlung
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Abb. 9.12: Ergebnisse des dritten Experimentes “ROS-Nachweis”
Abb. 9.13: Ergebnisse des dritten Experimentes “ROS-Nachweis”
Abb. 9.14: Ergebnisse des dritten Experimentes “ROS-Nachweis”
94
In den Kontrollproben K 3 und K 4 konnten Radikale detektiert werden, die restlichen
Proben zeigten keine Vera¨nderung gegenu¨ber dem 20 mM EMPO Grundspektrum.
Im Falle der Kontrollproben erkennt man ein deutlich intensiveres Signal fu¨r die fast-ESR-
Messung vor Beginn der Messung als fu¨r die Messung mit Standard-Parametern.
Die fast-Messung im Anschluss hingegen weist kaum noch ein detektierbares Signal auf.
Dies deutet eindeutig auf den Zerfall der EMPO-Radikal-Addukte wa¨hrend der Messdauer
hin.
Fu¨r weitere Messungen erweist es sich daher als sinnvoll, die Parameter entsprechend anzu-
passen. Die u¨berarbeiteten Messparameter fu¨r nachfolgende Messungen sind in Abschnitt
17.2.2 aufgefu¨hrt.
Aufgrund der schlechten Auflo¨sung und des geringen Signal-zu-Rausch-Verha¨ltnisses der
fast-Messungen, sowie der zu geringen Signalintensita¨t der Standardmessung ist eine
aussagekra¨ftige Interpretation der einzelnen Addukte nicht mo¨glich und an dieser Stelle
nicht notwendig.
Die Bildung von Radikalen innerhalb der Proben unter der Bestrahlung von 10 Grey kann,
wie die Kontrollmessungen K 3 und K 4 zeigen, mittels EMPO nachgewiesen werden.
Durch die Zugabe von DMSO mit oder ohne Zellen in den Proben werden entsprechend
der Erwartung keine messbaren Radikale erzeugt, wie in den Kontrollmessungen K 1 und
K 2 ersichtlich wird.
Im Falle der Probe P 1 konnten entgegen der Erwartung keine Radikale gemessen werden.
Dies la¨sst sich allerdings sehr gut durch die hohe Dichte der Zellbestandteile, welche wie
bereits in der Einleitung beschrieben auf diversen Wegen mit Radikalen reagieren ko¨nnen,
und die natu¨rlichen Radikalfa¨nger innerhalb der Zelle wie zum Beispiel Ascorbinsa¨ure
erkla¨ren. Eine ho¨here Konzentration von EMPO ko¨nnte in diesem Fall helfen, allerdings
wu¨rde dies wiederum auch zu einer Sto¨rung durch das EMPO-Grundsignal fu¨hren und
somit eventuelle Ergebnisse zu stark beeinflussen.
Da eine Detektion der Radikale nur fu¨r die Kontrollmessungen ohne Zellen mo¨glich war,
kann zusammengefasst werden, dass auch mit diesem Versuchsaufbau keine Detektion von
Radikalen innerhalb der Zelle erfolgen kann.
Abschließend kann daher festgestellt werden, mit den in dieser Arbeit verwendeten Unter-
suchungsmethoden lassen sich keine Radikale innerhalb von Zellen detektieren.
Die Kontrollmessungen K 3 und K 4 zeigen jedoch das Potential, die Generierung von
Radikalen unter Bestrahlung nachzuweisen und diese zu analysieren.
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9.3. Versuche zur Bestimmung von ROS in verschiedenen
Puffersystemen
9.3.1. Untersuchung zur Stabilita¨t des EMPO
Um Eigensignale und Zerfallsprodukte des EMPO fu¨r die ESR-Messungen zur Radikalbil-
dung in verschiedenen Puffersystemen ausschließen bzw. abscha¨tzen zu ko¨nnen, wurden
die jeweiligen Proben nach verschiedenen Zeiten bei unterschiedlichen Temperaturen ver-
messen.
Die fu¨r die ESR-Messungen verwendeten Parameter sind in Abschnitt 17.2.2 aufgefu¨hrt.
Die Proben wurden jeweils frisch angesetzt und die Messreihe direkt gestartet.
Die Inkubation erfolgte fu¨r alle Proben direkt in der von unten mit Critoseal-Wachs
versiegelten, aufrechten Probenkapillare.
Des Weiteren liefern diese Messreihen Aufschluss u¨ber die Radikalbildung innerhalb der
Pufferlo¨sungen.
Fu¨r die Untersuchungen der spontanen Radikalbildung wurden exemplarisch nachfolgend
aufgefu¨hrte Puffer verwendet, da diese in der Biochemie und medizinischen Forschung
ha¨ufig eingesetzt werden.
Die Zusammensetzung der Puffer wird in Kapitel 11.2 beschrieben.
Die verwendeten Puffer werden vor Verwendung entgast, der Ansatz der Proben erfolgt au-
ßerhalb des anaeroben Zelts unter Verwendung von Argon fu¨r sauerstoffarme Bedingungen.
Als Standardpuffer wurde der Phosphatpuffer PP pH 8 verwendet, der auch zur Lo¨sung
des EMPO verwendet und daher als “Pur” bezeichnet wird.
Als salzhaltige und somit sta¨rker ionische Puffer wurden die Puffer TBS und TBS-T
verwendet.
Ebenfalls wurde das Verhalten von EMPO in 20 %-iger Ethanol-Lo¨sung (EtOH) untersucht,
um den Einfluss verschiedener Lo¨sungsmittel beobachten zu ko¨nnen.
Als Positivkontrolle und zur Untersuchung der Signalabnahme u¨ber Zeit wurde ein Fenton-
Ansatz (Fn) generiert und bei RT untersucht.
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9.3.1.1. Zeitkinetik bei Raumtemperatur
Abb. 9.15: Zeitkinetik 20 mM EMPO in PP pH 8 bei RT
In Abbildung 9.15 erkennt man deutlich, dass kein eigensta¨ndiges ESR-Signal durch
Inkubation der PP-Probe bei RT entstanden ist.
Abb. 9.16: Zeitkinetik 20 mM EMPO in TBS bei RT
Auch im Falle der TBS-Probe in Abbildung 9.16 ist kein ESR-Signal zu erkennen, lediglich
eine Verschiebung des Baseline nach Inkubation von 22 Stunden, welche durch den Zerfall
des EMPO zu erkla¨ren ist.
Ein Eigensignal durch die Verwendung von TBS oder a¨hnlichen Puffern wie z.B. isotonischer
Salzlo¨sung kann somit ausgeschlossen werden.
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Abb. 9.17: Zeitkinetik 20 mM EMPO in EtOH bei RT
Die Verwendung von EtOH liefert kaum unterschiedliche Ergebnisse im Vergleich mit der
PP- oder TBS-Probe (Abbildungen 9.17, 9.15 und 9.16). Erst nach 22 Stunden Inkubation
zeigt sich der Zerfall des EMPO durch eine gro¨ßere Verschiebung der Baseline leicht
deutlicher als in TBS.
Ein Eigensignal ist nicht festzustellen.
Abb. 9.18: Zeitkinetik 20 mM EMPO in Fn bei RT
Die Messung der Fn-Proben in Abbildung 9.18 zeigt anfangs eine deutliche Steigerung
des Signals nach 90 Minuten, einen leichten Abfall nach 6 bis 12 Stunden und nach 22
Stunden einen deutlichen Signalverlust, der durch den Zerfall des EMPO und der Addukte
zu erkla¨ren ist. Das entstehende EMPO-OH-Addukt ist in dem 1 : 2 : 2 : 1 Verha¨ltnis der
Peaks deutlich zu erkennen.
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Dem Zerfallsspektrum nach 22 Stunden ko¨nnen keine spezifischen Signale mehr zugeordnet
werden.
Die anfa¨ngliche Zunahme der Signalintensita¨t la¨sst sich durch die fortwa¨hrende Fenton-
Reaktion und somit die Ausbildung weiterer Radikale erkla¨ren, da diese erst wenige Minuten
vor EMPO-Zugabe gestartet wird und nicht durch EMPO unterbrochen oder gestoppt
wird. Die Zunahme der Signalintensita¨t entspricht daher der Erwartung.
Die Messung belegt eine Stabilita¨t von 12 Stunden fu¨r die gebildeten EMPO-OH-Addukte.
Abb. 9.19: Zeitkinetik 20 mM EMPO in TBS-T bei RT
Die Messungen mit TBS-T hingegen (Abbildung 9.19) zeigt bereit nach 90 Minuten eine
eindeutige Bildung von C-Addukten des EMPO. Im Vergleich mit den Messdaten von TBS
in Abbildung 9.16 wird schnell deutlich, dass diese durch Reaktion mit dem Polysorbat-20,
auch als Tween 20 bezeichnet, erzeugt werden.
Polysorbat-20 ist ein nicht-ionisches Tensid, welches auch als Emulgator in Lebensmitteln
verwendet wird.
In der biochemischen und medizinischen Forschung wird TBS-T hauptsa¨chlich in Immun-
assays zur Minderung unspezifischer Bindungen eingesetzt.
Tween 20 kann auch als starkes Oxidationsmittel wirken (SDS, Sigma-Aldrich).
Durch das Potential, eigensta¨ndig unter RT-Inkubation Radikale zu erzeugen, eignen sich
Polysorbat-20-haltige Puffer nicht zur Untersuchung der Radikalbildung und der Einsatz
anderer Tenside, falls beno¨tigt, empfiehlt sich.
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9.3.1.2. Zeitkinetik bei ho¨heren Temperaturen
Die Zeitkinetik wurde bei konstanten Bedingungen bei 42 °C und 72 °C durchgefu¨hrt, um
den Einfluss der Temperatur auf die spontane Radikalbildung zu untersuchen.
Die vermehrte Radikalbildung sowie die Stabilita¨t des EMPO bei ho¨heren Temperaturen
soll untersucht werden.
Fu¨r die Messungen bei 42 °C und 72 °C wurden die Probenkapillare beidseitig mit Critoseal-
Wachs versiegelt, um ein Austrocknen der Proben zu verhindern.
Die Inkubation der Kapillare erfolgte im Wasserbad, wobei nur der von der Probe gefu¨llte
Teil der Kapillare in das Wasser eingetaucht wurde.
Wa¨hrend der Messung befanden sich die Proben jeweils unter Raumbedingungen (18 °C)
in der ESR-Cavity.
Zeitkinetik bei 42 °C
Abb. 9.20: Zeitkinetik 20 mM EMPO in PP pH 8 bei 42 °C
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Abb. 9.21: Zeitkinetik 20 mM EMPO in TBS bei 42 °C
Auch bei 42 °C zeigen weder der reine Phosphatpuffer (Abb. 9.20) noch der sta¨rker ionische
TBS-Puffer (Abb. 9.21) die Entwicklung eines Eigensignals innerhalb des Messzeitraums.
Ein Einfluss durch leichte Erwa¨rmung der Probe fu¨r diese Puffer kann daher auch ausge-
schlossen werden.
Auch bei 42 °C bleibt EMPO stabil und zeigt keine Entwicklung von messbaren Zerfalls-
produkten innerhalb von 10 Stunden.
Abb. 9.22: Zeitkinetik 20 mM EMPO in EtOH bei 42 °C
In Abbildung 9.22 sind keine Unterschiede gegenu¨ber der RT-Messung 9.17 zu erkennen.
Auch bei 42 °C Inkubation entstehen in ethanolischer Lo¨sung keine mittels EMPO nach-
weisbaren Radikale.
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Abb. 9.23: Zeitkinetik 20 mM EMPO in TBS-T bei 42 °C
Die zuvor unter RT detektierten C-radikalischen EMPO-Addukte ko¨nnen in Abbildung
9.23 nicht entdeckt werden. Die unterschiedlichen Spektren lassen sich durch die beidseitige
Versiegelung der Probenkapillare mit Critoseal-Wachs erkla¨ren. Dadurch wird die Probe
konstant unter sauerstoffarmen Bedingungen gehalten und es ist von einer geringeren
Reaktivita¨t innerhalb der Probe auszugehen.
Zeitkinetik bei 72 °C
Abb. 9.24: Zeitkinetik 20 mM EMPO in PP pH 8 bei 72 °C
Bei Erwa¨rmung auf 72 °C lassen sich bereits nach einer Stunde im 20 mM EMPO-Spektrum
(Abb. 9.24) Radikale erkennen. Die gebildeten Radikale ko¨nnen dabei nicht spezifischen
Addukten zugeordnet werden.
Nach 10 Stunden bei 72 °C lassen sich keine Signale mehr nachweisen, was auf den Zerfall
des EMPO schließen la¨sst.
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Abb. 9.25: Zeitkinetik 20 mM EMPO in TBS bei 72 °C
Auch die ESR-Messungen des TBS bei 72 °C zeigen bereits nach einer Stunde eine Signal-
zunahme, welche bis zum Ende der Messreihe nach 10 Stunden weiter ansteigt. Auch diese
Signale ko¨nnen keinen spezifischen Addukten zugeordnet werden.
Eine Abnahme des Signals kann bis zur Ende der Messreihe nicht festgestellt werden, was
darauf schließen la¨sst, dass das EMPO im TBS-Puffer eine ho¨here Stabilita¨t besitzt.
Durch die hohe Temperatur werden spontan Radikale in der TBS-Probe gebildet.
Abb. 9.26: Zeitkinetik 20 mM EMPO in EtOH bei 72 °C
Die Erwa¨rmung der EtOH-Probe bei 72 °C zeigt, wenn man Abbildung 9.26 betrachtet,
keine erkennbare Ausbildung von Radikalen.
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Abb. 9.27: Zeitkinetik 20 mM EMPO in TBS-T bei 72 °C
Im Falle der TBS-T-Messung bei 72 °C (Abb. 9.27) lassen sich keine Radikale nachweisen.
Es kommt nur zu einer minimalen Steigerung der Signalintensita¨t nach 60 bzw. 150 Minuten,
welche allerdings zu gering ist um von einer nachweisbaren Radikalbildung zu sprechen.
Im Vergleich mit Abbildungen 9.24 und 9.25 wa¨re auch fu¨r TBS-T die Bildung von
Radikalen zu erwarten gewesen.
Das Ausbleiben dieser Radikalbildung la¨sst den Schluss zu, dass Tween 20 in diesem
Experiment die Ausbildung messbarer Radikale unterdru¨ckt haben muss.
Eine Erkla¨rung hierfu¨r wa¨re, dass zwar auch in diesem Falle Radikale ausgebildet werden,
diese allerdings bevorzugt mit dem Polysorbat reagieren und somit nicht vom EMPO
detektiert werden ko¨nnen.
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9.3.1.3. Auswertung der Zeitkinetiken
Die Versuche zur Zeitkinetik konnten erfolgreich durchgefu¨hrt werden und liefern zusam-
menfassend folgende Ergebnisse:
Unter Raumbedingungen in einfachen Puffern wie PP oder TBS bleibt EMPO sowie das
EMPO-OH-Addukt fu¨r 12 Stunden stabil. Eine Probenvorbereitungsdauer von wenigen
Stunden ist also mo¨glich.
Dabei sollte man allerdings bedenken, dass die meisten anderen EMPO-Addukte eine
deutlich geringere Stabilita¨t aufweisen und daher die Probe mo¨glichst direkt nach Ra-
dikalerzeugung bis zur Messung in LN2 gelagert werden muss. Dies ist beispielsweise in
Abbildung 9.14 gut zu erkennen.
Ebenfalls ist zu beru¨cksichtigen, dass dies nur fu¨r die hier gemessene und in dieser Arbeit
verwendete Konzentration von 20 mM EMPO u¨berpru¨ft wurde.
Mit zunehmender Konzentration steigt die Selbstreaktion und die Ausbildung von Zerfalls-
produkten des EMPO deutlich an, wie das deutliche Grundsignal der ho¨her konzentrierten
EMPO-Proben zeigt (Abb. 9.8).
Bereits bei 72 °C werden nachweisbare Radikale innerhalb der Proben erzeugt. Eine
Erwa¨rmung der Probe, wie beispielsweise der Ultraschallaufschluss von Zellen, kann zur
Ausbildung von Radikalen fu¨hren.
Diesen Einfluss gilt es bei der Auswertung der Experimente zu beru¨cksichtigen.
Die Verwendung von Tween 20 beeinflusst die Detektion der Radikale und eignet sich nicht
fu¨r Untersuchungen zum Radikalnachweis.
Durch die Verwendung von ethanolischer Lo¨sung wird die Bildung von Radikalen ebenfalls
eingeschra¨nkt und beeinflusst wie die Messung bei 72 °C (Abb. 9.26) zeigt.
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9.3.2. Viertes Experiment “ROS-Nachweis”
In diesem Experiment wurde die Radikalbildung wa¨hrend verschiedenen medizinischen
Untersuchungen in Pufferlo¨sungen untersucht.
Auf Verwendung von Zellen wurde aufgrund der unter Abschnitt 9.2 aufgefu¨hrten Argumente
verzichtet.
Die fu¨r diese Messungen verwendeten ESR-Parameter sind in Abschnitt 17.2.2 aufgefu¨hrt.
Die Bestrahlung der Proben erfolgte in einer hierfu¨r angefertigten Probenplatte aus Plexi-
glas, in der 15 ml-Falcons, 1.5 ml-Eppis und 0.5 ml-Reaktionsgefa¨ße Platz haben.
Der Bestrahlungsplan wurde in einem Feld aus 180° berechnet, so dass sich die Zellen
innerhalb der 100 %-Isodosis befinden und die gesamte Dosis an der Probe ankommt.
Die Probenplatte und der Bestrahlungsplan wurde von Y. Lorat berechnet und zur
Verfu¨gung gestellt.
Die durch die Bestrahlung mit 10 Grey in verschiedenen Puffersystemen erzeugten Radikale
wurden anschließend mittels “WinSIM” analysiert und die Unterschiede der verschiedenen
Puffer einander gegenu¨ber gestellt.
Auch wird der Unterschied zwischen entgasten und nicht entgasten Proben unter der
Bestrahlung von 10 Grey untersucht.
Der Ansatz der beno¨tigten Puffer und die Vorbereitung der Proben erfolgte am Vortag des
Versuchs. Mit Ausnahme der Proben fu¨r die 4te Messreihe wurden die Puffer im anaeroben
Zelt entgast und die Proben jeweils mit Argon beschichtet. Fu¨r die vierte Messreihe wurden
die Proben nicht entgast.
Es wurden jeweils 27 µl des jeweiligen Puffers direkt im Reaktionsgefa¨ß vorgelegt. Die
Zugabe von 3 µl der 200 mM EMPO-Stammlo¨sung erfolgte direkt vor Beginn der jeweiligen
Messreihe.
Aufgrund des verfu¨gbaren Platzes wurden die ersten sechs Proben jeweils in 1.5 ml-Eppis
und die letzten vier in 0.5 ml-Reaktionsgefa¨ßen vorbereitet.
Die Messreihen wurden nacheinander durchgefu¨hrt, die fertigen Proben sofort in die
Probenkapillaren u¨berfu¨hrt und in LN2 gelagert.
Es wurden jeweils 10 unterschiedliche Puffer fu¨r jede Untersuchung vorbereitet, um die
Radikalbildung unter verschiedenen Bedingungen zu untersuchen.
Hierzu wurden folgende Puffer gewa¨hlt:
P 01: Iso-NaCl P 06: TBS
P 02: H2Odd P 07: TBS-Tween20
P 03: PBS P 08: HEPES-NaCl
P 04: PP, pH 4 P 09: HEPES
P 05: PP, pH 8 P 10: EtOH
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In der ersten Messreihe wurden die Proben in der Probenplatte aufgrund der geringen
Gro¨ße mit dem Kleintier-MRT untersucht.
Das MRT konnte dabei so eingestellt werden, dass alle Proben vollsta¨ndig dem Magnetfeld
innerhalb des Tomographen ausgesetzt waren.
Die entsprechenden Proben werden als P 01 - P 10 bezeichnet.
In der zweiten Messreihe erfolgte die Bestrahlung der Proben mit 10 Grey am Linearbe-
schleuniger.
Die entsprechenden Proben werden als P 11 - P 20 bezeichnet.
In der dritten Messreihe erfolgte die Behandlung der Proben u¨ber den Computertomogra-
phen. Zur Behandlung der Proben wurde dabei die Parameter eines “CT-Scha¨del-Scans”
verwendet, um die Strahlenbelastung wa¨hrend der Untersuchung zu simulieren.
Die entsprechenden Proben werden als P 21 - P 30 bezeichnet.
In der vierten Messreihe wurden die Proben entsprechend der 2ten Messreihe mit dem
Linearbeschleuniger bestrahlt.
Die entsprechenden Proben werden als P 31 - P 40 bezeichnet.
In keiner der angesetzten Proben der ersten Messreihe sind dem Grundspektrum der reinen
20 mM EMPO-Lo¨sung abweichende Peaks zu entdecken.
Einzig die Probe P 07 zeigt ein minimales Signal, welches aber auf den Einfluss des Tween 20
zuru¨ckzufu¨hren ist, welches bereits in der Zeitkinetik-Untersuchung ein entsprechendes
Eigensignal aufweist (Abb.9.19).
Das ESR-Spektrum von Probe P 07 ist in Abbildung 9.28 dargestellt.
Es ist also in keinem der Fa¨lle eine Radikalbildung aufgrund der Bestrahlung durch die
Untersuchung am Kleintier-MRT zu detektieren.
Sollten Radikale wa¨hrend der Untersuchung gebildet worden sein, so liegen diese außerhalb
des durch EMPO detektierbaren Bereichs.
Jede Probe innerhalb der zweiten Messreihe weist ein ESR-Multilinienspektrum auf. Eine
eindeutige Radikalbildung durch die Bestrahlung mit 10 Grey kann also dokumentiert
werden.
Unterschiede der verschiedenen Puffer sind bereits rein optisch in den ESR-Spektren zu
erkennen und werden im Folgenden na¨her analysiert.
Von den mittels CT behandelten Proben der dritten Messreihe weisen nur in die Proben
P 27 ein unterschiedliches ESR-Spektrum auf.
Die CT-Behandlung der Probe fu¨hrte zur erho¨hten Radikalbildung des TBS-T. In P 27
ist eindeutig ein 6-Linien-Spektrum zu erkennen, welches auf das EMPO-C-Addukt
zuru¨ckzufu¨hren ist. Dies la¨sst sich erneut durch das Tween 20 erkla¨ren.
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Der Einfluss des CT-Scans auf die TBS-T Probe la¨sst sich dadurch besta¨tigen, dass
die Probe trotz der ku¨rzeren Behandlungsdauer des CT-Scans im Vergleich zur MRT-
Behandlung bereits ein deutlich sta¨rkeres ESR-Signal liefert. Dies la¨sst sich in Abbildung
9.28 erkennen.3
Ein Einfluss des CT auf die anderen Puffer ist nicht feststellbar.
Abb. 9.28: ESR-Spektren des TBS-T Puffer nach Behandlung durch MRT bzw. CT
Die einzelnen Probenspektren der zweiten und vierten Messreihe wurden mittels “WinSIM”
analysiert und die Zusammensetzung der Radikale wird in Tabelle 9.2 zusammengefasst.
Die entsprechenden EMPO-Addukte werden dabei in der Tabelle mit “*” abgeku¨rzt. Die
angegebenen Werte entsprechen dem prozentualen Anteil des jeweiligen Adduktes.
Die gemittelte Gesamtintensita¨t I der einzelnen Spektren wurde durch Summierung der
absoluten Werte und Division durch die Zahl der Messpunkte ermittelt und dient zum
Vergleich der Spektrenintensita¨t untereinander.
Die einzelnen WinSIM-Fit-Spektren sind im Anhang unter Kapitel 16 dargestellt.
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Tab. 9.2: Ergebnisse der “WinSIM”-Analysen fu¨r die 2te und 4te Messreihe
des vierten ROS-Experimentes
Probe *H *C *OH *OOH I
Iso-NaCl
P 11 46.7 45.7 5.4 2.2 0.02141
P 31 66.5 14.6 11.6 7.3 0.01680
H2Odd
P 12 42.6 46.3 6.5 4.6 0.02233
P 32 45.6 17.4 33.0 4.0 0.01865
PBS
P 13 42.2 46.4 5.2 6.2 0.02088
P 33 40.6 23.9 28.1 7.4 0.01468
PP, pH 4
P 14 37.7 49.9 6.6 5.8 0.01598
P 34 37.9 20.5 37.8 3.8 0.01634
PP, pH 8
P 15 37.9 51.7 6.5 3.9 0.01598
P 35 46.7 19.0 19.0 15.3 0.01932
TBS
P 16 41.7 54.9 0.8 2.6 0.01610
P 36 44.8 44. 6.1 4.4 0.01184
TBS-T
P 17 23.1 60.7 12.4 3.8 0.01376
P 37 44.8 35.4 5.0 14.8 0.00970
HEPES-
NaCl
P 18 50.5 43.0 2.5 4.0 0.01554
P 38 63.6 19.2 11.9 5.3 0.01345
HEPES
P 19 41.6 48.8 4.0 5.6 0.01781
P 39 71.7 14.7 7.7 5.9 0.01419
EtOH
P 20 29.8 64.5 1.0 4.7 0.02507
P 40 42.3 55.7 1.0 1.0 0.02341
Durch die Bestrahlung mit 10 Grey wurden erfolgreich Radikale in den Proben generiert.
In allen Proben ko¨nnen H-, C-, OH- und OOH-Addukte detektiert werden.
Tabelle 9.2 sind eine Vielzahl von Ergebnissen zu entnehmen, welche im Folgenden aufgefu¨hrt
werden.
Da in allen Proben C-Addukte detektiert werden ko¨nnen, stellt sich die Frage, woher die
entsprechenden Kohlenstoffradikale innerhalb der anorganischen Puffer stammen ko¨nnen.
Der Ursprung dieser Radikale beruht vermutlich auf den folgenden beiden U¨berlegungen:
Zum einen enthalten alle Proben EMPO, welches durch Zerfallsreaktionen zur Bildung von
C-Addukten beitragen kann.
Zum anderen wa¨re es denkbar, dass sich Bestandteile der Plastikoberfla¨che innerhalb der
Reaktionsgefa¨ße ablo¨sen und Radikale bilden ko¨nnen.
Es ist bereits nachweislich bekannt, dass durch Plastikgefa¨ße unter Einfluss von UV-
Strahlung Radikale erzeugt werden ko¨nnen.
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Als Ursache hierfu¨r werden die in dem Plastik enthaltenen Weichmacher oder HALS-
Verbindungen aufgefu¨hrt.
Eine Ausbildung von Radikalen unter Einfluss von radioaktiver Bestrahlung wa¨re daher
vorstellbar.
Sollten die Plastikbestandteile Ursache der Radikalbildung sein, so kann es eine Rolle
spielen, in welchem der Reaktionsgefa¨ße die Probe bestrahlt wurde.
Im na¨chsten Experiment wird daher eine entsprechende Kontrollprobe mitgefu¨hrt.
Der Unterschied von entgasten und nicht entgasten Proben ist deutlich in allen Messungen
erkennen.
Durch die sauerstoffarmen Bedingungen in der zweiten Messreihe wurden in allen Proben
deutlich mehr C-Addukte detektiert.
In den nicht entgasten Proben lassen sich deutlich mehr OH- und OOH-Addukte erkennen,
was auf den Einfluss des Luftsauerstoffs zuru¨ckzufu¨hren ist.
Auch die Ausbildung der EMPO-H-Addukte ist mit Ausnahme des PBS-Puffers in den
nicht entgasten Proben deutlich ho¨her.
Durch die Anwesenheit des Luftsauerstoffs wird die Bildung der H-, OH- und OOH-Radikale
begu¨nstigt.
Ein Einfluss des pH-Werts auf die Radikalbildung ist im Vergleich zwischen den Proben
PP pH 4 und PP pH 8 nicht zu erkennen.
Die Proben H2Odd , PBS und PP weisen sehr a¨hnliche Werte auf. Ein gro¨ßerer Einfluss
durch den Phosphat-Anteil in den Puffern kann also ausgeschlossen werden.
Ein einheitlicher Einfluss durch NaCl ist in den Proben nicht feststellbar. Im Vergleich
von Iso-NaCl zu PP zeigt sich ein ho¨herer H-Addukt-Anteil, im Falle des HEPES-NaCl zu
HEPES zeigt sich dies allerdings nur im entgasten Puffer.
Dies ko¨nnte allerdings auch durch einen Einfluss des HEPES erkla¨rt werden. Eine erneute
vergleichende Messung von Iso-NaCl und PP wird daher durchgefu¨hrt.
Zwischen den Proben TBS und Iso-NaCl fa¨llt ein ho¨herer C-Addukt-Anteil im TBS-Puffer
auf, vor allem im nicht entgasten Puffer.
Auch zeigt sich eine geringere Intensita¨t in den Spektren der TBS-Probe.
Das heißt auch Tris beeinflusst die Radikalbildung der Probe.
Tris ist die Abku¨rzung fu¨r Tris(hydroxymethyl)-aminomethan und ist somit ein prima¨res
Amin mit drei alkoholischen Hydroxygruppen.
Durch die reaktive Aminogruppe weist Tris die Fa¨higkeit auf, Redoxreaktionen einzugehen,
und kann entsprechend Reaktionen mit den innerhalb des Versuchs gebildeten Radikalen
eingehen.
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Die HEPES-Probe zeigt im Vergleich mit PP eine deutliche Steigerung der H-Addukte und
scheint die Ausbildung der OH- und OOH-Addukte zu unterdru¨cken.
Dieser Effekt scheint hingegen im Falle von HEPES-NaCl nicht mehr aufzutreten. Im
Vergleich mit Iso-NaCl zeigt sich die HEPES-NaCl-Probe sehr a¨hnlich
HEPES ist dafu¨r bekannt eigensta¨ndige Radikale in Redoxreaktionen aufgrund des Piperazin-
Ringsystem ausbilden zu ko¨nnen.
Ein Einfluss von HEPES auf die Radikalnachweisuntersuchungen ist daher nicht auszu-
schließen und sollte vermieden werden.
Die Proben mit TBS-T-Puffer zeigen ein deutlich abweichendes Verhalten.
Im Falle des TBS-T wird ein deutlich erho¨hter C-Addukte-Anteil detektiert, die Intensita¨t
der TBS-T Spektren zeigt sich geringer als die der anderen Proben.
Dieses Verhalten la¨sst sich einerseits durch Reaktionen des Tween 20 mit den Radikalen
und andererseits die eigene Radikalbildung des Tween 20 erkla¨ren.
Auch der zuvor beschriebene Einfluss des Tris sollte dabei beru¨cksichtigt werden.
Auch die EtOH-Proben zeigen ein abweichendes Verhalten.
Der Anteil der C-Addukte ist ebenfalls deutlich erho¨hte, wohingegen weniger H-, OH- und
OOH-Addukte detektierbar sind.
Dies la¨sst sich durch den Einfluss des EtOH erkla¨ren, welcher die Ausbildung der C-Addukte
deutlich fo¨rdert.
Dies bedeutet, dass die Ausbildung der Kohlenstoffradikale durch EtOH energetisch der
Ausbildung von OH/OOH- oder H-Radikale bevorzugt sein muss.
Ein weiterer Belegung dafu¨r ist die deutlich erho¨hte Signalintensita¨t der EtOH-Proben
gegenu¨ber den restlichen Proben, die auf eine erho¨hte Radikalbildung schließen la¨sst.
Untersuchungen zu verschiedenen Ethanol-Konzentrationen wurden mit der Spin trap
DMPO von Rehman et al. durchgefu¨hrt [Rehman et al., 2016].
Die Ergebnisse dieser Messungen weisen ebenfalls eine Zunahme der DMPO-C-Addukte
und die Abnahme der DMPO-OH-Addukte mit steigender Ethanol-Konzentration auf.
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9.3.3. Fu¨nftes Experiment “ROS-Nachweis”
Ziel des fu¨nften Experimentes ist es die Ergebnisse des vierten Experiments unter medizi-
nisch sinnvollen Bedingungen der Strahlentherapie zu besta¨tigen.
Dabei wird die Dosis der Bestrahlung auf das medizinisch relevante Maß von 2 Grey
reduziert.
Die Bestrahlung erfolgt erneut wie bereits im vierten Experiment beschrieben in der Pro-
benplatte.
Aufgrund der verfu¨gbaren Platzes werden die ersten sechs Proben jeweils in 1.5 ml-Eppis
und die letzten drei in 0.5 ml-Reaktionsgefa¨ße vorbereitet.
In diesem Experiment wurden zwei Messreihen angesetzt. In der ersten Messreihe (01 - 09)
werden die entgasten Proben verwendet, in der zweiten (11 - 19) die nicht entgasten Proben.
Wie bereits in der Auswertung des vierten Experiments beschrieben, wurde die gleiche
PP-Probe in unterschiedlichen Reaktionsgefa¨ßen angesetzt, um den etwaigen Einfluss
der verwendeten Plastikoberfla¨che des Gefa¨ßes zu untersuchen. Die PP-Probe im 0.5 ml
Reaktionsgefa¨ß wird als PP V2 (P 07) bezeichnet.
Um den Einfluss von Tween 20 auf die Messung na¨her untersuchen zu ko¨nnen, wurde eine
Tween20-Probe in Phosphatpuffer pH 8 (PP-T) angesetzt und vermessen.
Auf die erneute Messung von H2Odd und PBS wurde verzichtet, da diese identische Werte
zu PP lieferten.
Ebenfalls wurde keine HEPES- oder EtOH-Probe angesetzt, da der Einfluss von HEPES
und Ethanol nicht weiter untersucht werden soll.
Um die Wirkung eines natu¨rlichen Radikalfa¨ngers zu untersuchen, wurden Ansa¨tze mit
verschiedenen Ascorbinsa¨ure-Konzentrationen vorbereitet.
Die natu¨rliche Vitamin-C-Konzentration innerhalb der Zelle ist starken Schwankungen
unterlegen und abha¨ngig von der Erna¨hrung.
Medizinisch definiert man den Bereich akuter nachweislicher Vitamin-C-Mangelerscheinung
unter 30 µM. Ha¨ufig treten Werte zwischen 50 - 300 µM im Vitamin-C-Plasmaspiegel des
gesunden Menschen auf.
Fu¨r die Untersuchungen werden daher 20 µM fu¨r Mangelerscheinung, 50 µM als Normalwert
und 25 mM fu¨r den absoluten Vitamin-C-U¨berschuss gewa¨hlt.
Alle Puffer wurden frisch am Vortag vorbereitet und gegebenenfalls entgast.
Die Vitamin-C-Lo¨sungen wurden aufgrund der geringen Haltbarkeit erst am Versuchstag
angesetzt. Der Ansatz der entgasten Probe erfolgte im anaeroben Zelt in einem am Vortag
bereits entgasten NaCl-Puffer.
Die Proben wurden am Versuchstag zu je 27 µl in die entsprechenden Reaktionsgefa¨ße
aliquotiert. Die Zugabe von 3 µl der 200 mM EMPO-Stammlo¨sung erfolgte direkt vor
Beginn der jeweiligen Messreihe.
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Die Bezeichnung der Proben fu¨r die beiden Messreihen ist in nachfolgender Liste aufgefu¨hrt:
P 01: PP, pH 8 P 06: NaCl, 25 mM V.C
P 02: PP-T, pH 8 P 07: PP, pH 8, V2
P 03: Iso-NaCl P 08: TBS
P 04: NaCl, 20 µM V.C P 09: TBS-T
P 05: NaCl, 50 µM V.C
Die Ergebnisse der “WinSIM”-Analysen der beiden Messreihen werden in Tabelle 9.3
zusammengefasst.
Die entsprechenden Spektren sind im Anhang 16 abgebildet.
Die Messungen mit Vitamin C zeigen bereits in der niedrigsten Konzentration von 20 µM
eine vollsta¨ndige Abnahme der Addukt-Signale. Bei ho¨heren Konzentrationen ko¨nnen
entsprechend ebenfalls keine Radikal-Addukte detektiert werden.
Ein Vergleich der Spektren entgasten und nicht entgasten 20 µM V.C-Probe mit EM-
PO Pur ist in Abbildung 9.29 dargestellt. Auf eine Darstellung der 50 µM und 25 mM
V.C-Konzentration wird verzichtet.
Im Vergleich mit der 25 mM V.C-Probe ist sogar eine geringere Signalintensita¨t als im reinen
EMPO Pur-Spektrum zu erkennen, welche auf eine Oxidation des EMPO zuru¨ckzufu¨hren
ist.
Eine Auswertung der Spektren durch “WinSIM” ist entsprechend nicht mo¨glich.
Abb. 9.29: Vergleich der ESR-Spektren P 04 und P 14 mit EMPO Pur
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Vitamin C ist ein sehr starkes Antioxidationsmittel und ein deutlich effizienterer Radi-
kalfa¨nger als EMPO, denn trotz des 1000-fachen U¨berschusses des EMPO fa¨ngt Vitamin
C die gebildeten Radikale vollsta¨ndig ab.
Tab. 9.3: Ergebnisse der “WinSIM”-Analysen des fu¨nften ROS-Experimentes
Probe *H *C *OH *OOH I
Iso-NaCl
P 03 43.8 36.8 14.3 5.1 0.00848
P 13 49.8 36.2 6.7 7.3 0.00820
PP, pH 8
P 01 38.8 43.5 11.6 6.1 0.00793
P 07 33.5 51.7 10.3 4.5 0.00960
P 11 35.5 38.5 19.3 6.7 0.00908
P 17 45.2 31.9 16.7 6.2 0.00830
PP-T
P 02 37.1 47.7 10.2 5.0 0.01006
P 12 19.2 46.1 22.4 12.3 0.00881
TBS
P 08 8.3 71.6 11.7 8.4 0.00899
P 18 5.9 75.6 9.6 8.9 0.01005
TBS-T
P 09 7.2 82.0 9.0 1.8 0.01025
P 19 6.6 77.7 10.0 5.7 0.02100
Auch unter der Bestrahlung mit 2 Grey bildeten sich in den V.C-freien Proben messbare
Radikale aus.
Es ko¨nnen erneut H-, C-, OH- und OOH-Addukte in den Proben detektiert werden.
Tabelle 9.3 liefert folgende Ergebnisse:
Aufgrund der geringeren Strahlendosis wurden deutlich weniger Radikale in den Puffern
erzeugt als im vierten ROS-Experiment, was sich durch den Vergleich der gemittelten
Intensita¨ten erkennen la¨sst.
Hierbei gilt es zu beachten, dass die gemittelten Intensita¨ten nur fu¨r den Vergleich der Pro-
ben untereinander sinnvoll sind und keine direkte Korrelation zu den gebildeten Radikalen
aufweisen.
Ein einheitlicher Einfluss durch die verschiedenen Reaktionsgefa¨ße auf die Ausbildung der
C-Addukte konnte nicht besta¨tigt werden, da im Falle der entgasten Probe der Anteil der
C-Addukte steigt, im Falle der nicht entgasten Probe hingegen sinkt.
Die beiden verschiedenen PP-Proben weisen jedoch Unterschiede auf.
Es kann daher von einem unterschiedlichen Einfluss durch die Reaktionsgefa¨ße ausgegangen
werden.
Dieser la¨sst sich auf verschiedene Ursachen wie zum Beispiel die unterschiedlichen Platten-
positionen, die ra¨umliche Verteilung der Probe oder dem Luftfreiraum im Reaktionsgefa¨ß
zuru¨ckfu¨hren, und kann hier nicht na¨her bestimmt werden.
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In den Proben PP und PP V2 la¨sst sich der Unterschied zwischen entgastem und nicht
entgastem Puffer durch den deutlich erho¨hten C-Addukt-Anteil im Falle der entgasten
Proben erkennen.
Die Aussage, dass die Bildung der H-, OH- bzw. OOH-Addukte durch Luftsauerstoff
begu¨nstigt wird, la¨sst sich also besta¨tigen.
Erneut erkennt man den deutlich ho¨heren H-Addukt-Anteil in der Iso-NaCl-Probe im
Vergleich zur PP-Probe.
Dies la¨sst den Schluss zu, dass die Zugabe von NaCl die Ausbildung der Wasserstoffradikale
begu¨nstigt.
In der TBS-Probe traten in beiden Messreihen sehr hohe Anteile der C-Addukte auf, welche
sich auf den Einfluss von Tris zuru¨ckfu¨hren lassen.
Insbesondere bei der geringeren Strahlendosis in diesem Experiment fu¨hrte die Anwesenheit
von Tris zur vermehrten C-Addukt-Bildung
Die Eigenschaften von Tris sind bereits im vorherigen Abschnitt beschrieben.
Der Effekt von Tween 20 zeigt sich durch einen ho¨heren C-Addukt-Anteil in den PP-T-
und TBS-T-Proben im jeweiligen Vergleich mit den PP- und TBS-Proben.
Eine Abschwa¨chung der Signalintensita¨t wie im Falle des vierten Experiments tritt durch
Tween 20 nicht auf. Die Signalintensita¨t in den T-Proben steigt hingegen an.
Tween 20 weist in der geringeren Strahlendosis radikalfo¨rdernde Eigenschaften auf, die in
diesem Fall die Reaktionsrate mit ausgebildeten Radikalen u¨bersteigen.
Dies passt ebenfalls zu den vorherigen Beobachtungen, in denen Tween 20 als Ursache der
Radikalentstehung ermittelt wurde.




10. Zusammenfassung und Ausblick
Die Detektion von Radikalen in verschiedenen Puffern verlief erfolgreich und la¨sst Ru¨ck-
schlu¨sse auf verschiedene Pufferbestandteile und die Radikalbildung bei medizinischen
Behandlungen zu.
Die Analyse der gemessenen ESR-Spektren durch die Software “WinSIM” lieferte die
Parameter der einzelnen EMPO-Addukte und ermo¨glicht die Analyse der entstandenen
Radikale.
Die folgenden Ergebnisse beziehen sich jeweils auf den Radikalnachweis mittels der in
dieser Arbeit verwendeten Spin trap EMPO. Die Entstehung von Radikalen unterhalb der
Nachweisgrenze ist nicht auszuschließen, allerdings gilt der Radikalnachweis durch EMPO
als eine sensible ESR-Methode zur Radikaldetektion [Hauck, 2007].
Unter der Strahlenbelastung von CT- und MRT-Untersuchungen konnte keine Radikal-
bildung in den Proben detektiert werden.
Ausnahme hiervon stellen die Proben mit Tween-20-Zugabe dar, welche eine Ausbildung von
EMPO-C-Addukten zeigen. Allerdings ist dies auf den Einfluss von Tween 20 zuru¨ckzufu¨hren
und daher fu¨r die Betrachtung der medizinischen Untersuchung nicht relevant.
Eine vermehrte Radikalbildung innerhalb von Zellen durch a¨hnliche Effekte kann an dieser
Stelle nicht ausgeschlossen werden.
Die Radikalbildung unter der Strahlentherapie mittels Linearbeschleuniger konnte besta¨tigt
werden. Bereits mit der medizinischen relevanten Strahlendosis von 2 Grey konnten Radikale
nachgewiesen werden.
Die Analyse der ESR-Spektren auf die einzelnen EMPO-Addukte durch die Software
“WinSIM” lieferte folgende Ergebnisse:
• Die Bildung von H-, OH- bzw. OOH-Addukten wird durch Luftsauerstoff begu¨nstigt
• Die Zugabe von NaCl fo¨rdert die Ausbildung von Wasserstoffradikalen
• Die verwendeten Reaktionsgefa¨ße besitzen einen Einfluss auf die Messung
• Organische Pufferbestandteile wie Tris, HEPES, EtOH und Tween 20 fu¨hren zur
erho¨hten C-Addukt-Bildung
• Tween 20 fo¨rdert die Entstehung freier Radikale und reagiert mit freien Radikalen
• Ascorbinsa¨ure ist ein starkes Antioxidans und ein vielfach sta¨rkerer Radikalfa¨nger
als EMPO
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Die Arbeiten mit Zellen hingegen lieferten keine Mo¨glichkeit des Radikalnachweises mittels
EMPO. Die unter Bestrahlung gebildeten Radikale konnten in verschiedenen Untersuchun-
gen mit Zellen nicht nachgewiesen werden.
Gru¨nde hierfu¨r sind die geringe Lebensdauer und Stabilita¨t der Radikale und die hohe
Dichte an Zellbestandteilen innerhalb der Zellen, welche ebenfalls mit Radikalen reagieren
ko¨nnen.
Hierzu za¨hlen Lipide, Proteine, DNA und das oxidative Schutzsystem der Zelle.
Untersuchungen mit Vitamin C belegen die ho¨here Reaktivita¨t dieses natu¨rlichen Radi-
kalfa¨ngers im Vergleich zu EMPO. Auch in den untersuchten Zellproben ist von einer
natu¨rlichen Konzentration an Antioxidantien auszugehen.
Entsprechend ist auch von einem natu¨rlichen Abbau der gebildeten Nitroxidradikal-Addukte
innerhalb der Zelle auszugehen.
Allgemein zeigt sich die Verwendung der klassischen Nitroxid-Spin-traps fu¨r die in-vivo-
Detektion von Radikalen aus diesen Gru¨nden ungeeignet.
Fu¨r die in-vivo-Detektion werden Spinfallen beno¨tigt, die mit der hohen Reaktivita¨t der
natu¨rlichen Radikalfa¨nger konkurrieren ko¨nnen, eine hohe Membranpermeabilita¨t und
bereits in geringer Konzentration messbare Signale aufweisen.
Die Gruppe der zyklischen Hydroxylamine erfu¨llt diese Voraussetzungen. Allerdings muss
dabei auf die Analyse unterschiedlicher Radikale verzichtet werden.
Zyklische Hydroxylamine ermo¨glichen einen unspezifischen Radikalnachweis, indem durch
die Reaktion mit den Radikalen stabile Nitroxide ohne Hα-Atome gebildet werden.
Diese Nitroxide weisen eine relativ hohe Halbwertszeit auf und werden in-vivo deutlich
langsamer abgebaut.
Die Reaktion von zyklischen Hydroxylaminen mit dem Superoxid-Anion O2·− verla¨uft
beispielsweise 100-fach schneller als mit Nitroxid-Spin-traps und zur erfolgreichen in-vivo-
Radikaldetektion genu¨gen bereits Konzentrationen von 0.1 mM [www.enzolifesciences.com].
Die zyklischen Hydroxylamine werden allgemein als Spin probes bezeichnet und sind in
verschiedensten Verbindungen erha¨ltlich, wodurch Lipophilie, Membranpermeabilita¨t und
Ladung der Spin probe an die Untersuchungsbedingungen angepasst werden ko¨nnen.
Untersuchungen zum allgemeinen Radikalnachweis durch medizinische Behandlungen
innerhalb von Zellen sollten daher unter Verwendung einer geeigneten Spin probe wiederholt
werden.
Die Durchfu¨hrung entsprechender Messreihen waren im Rahmen dieser Arbeit nicht mehr





11. Material und Methoden
Die verwendeten Chemikalien, Gera¨te und Verbrauchsmaterialien sind im Anhang 12
aufgefu¨hrt.
11.1. Methoden
11.1.1. Methoden fu¨r die Untersuchungen des Maltose bindenden Proteins
Die gesamten biologischen Arbeiten mit E. coli-Zellen wurden auf der Sterilbank unter
sterilen Konditionen durchgefu¨hrt. Der Arbeitsplatz wurde hierbei mit 70 %-Ethanol-Lo¨sung
gereinigt und desinfiziert, alle Arbeitsgefa¨ße wurden autoklaviert.
Die Durchfu¨hrung der folgenden grundlegenden Arbeitsmethoden wird als bekannt vor-
ausgesetzt und kann unter anderem in meiner Diplomarbeit [Selmke, 2013] nachgelesen
werden:
• Agarose-Gelelektrophorese
• Ansatz der Klein- und Großkulturen




• Plasmidpra¨paration (Mini-, Midi- und Maxiprep)
• Proteinkonzentration von MBP
• SDS-PAGE




– Zuerst wird die 67 mM ANS-Stammlo¨sung fu¨r die spa¨tere Verwendung angesetzt
und bei -20 °C gelagert.
– Dann wird die Messprobe mit einer Konzentration von 1 µM Protein vorbereitet.
∗ 101.75 / cMBP ad 2470 µl CGH10
∗ 5 µl CGH10 bzw. 100 mM Maltose-Lo¨sung (in CGH10)
fu¨r − und + MAL Proben
∗ ANS-Stammlo¨sung 1 : 6.7 mit CGH10 verdu¨nnt ansetzen
∗ Zugabe von 25 µl ANS-Lo¨sung und 3 Stunden inkubieren
– Zu Beginn der Messung wird die reine 0.1 mM ANS-Lo¨sung als Blank gemessen
und das Anregungs- sowie Emissionsmaximum ermittelt.
Messparameter:
∗ Average of Scans: 4
∗ Excitation wavelenght: 288 nm
∗ Measured wavelenght: 420 - 550 nm
– Nach jeder Messung wird die Quarz-Ku¨vette mit Aceton gespu¨lt und im An-
schluss gru¨ndlich mit H2Odd gespu¨lt.
Acetonreste in der Ku¨vette sorgen fu¨r eine starke Intensivierung des gemesse-
nen ANS-Signals und wu¨rden zu einer deutlichen Verfa¨lschung des Ergebnisses
fu¨hren.
– Die Einstellung der Spaltbreite (Slit) wird bei jeder Messung notiert und bei
Bedarf angepasst, sa¨mtliche andere Parameter bleiben wa¨hrend der gesamten
Messreihe konstant.
Bei dem verwendeten Spektrometer wird die Spaltbreite halbiert und die Messung
wiederholt, sobald die Intensita¨t innerhalb der Messung einen Wert von 500
u¨bersteigt. Eventuelle Anpassungen der Spaltbreite mu¨ssen bei der Auswertung
der Spektren beru¨cksichtigt werden!
• Entfernung der Maltose und sonstiger Zucker von MBP:
– Die MBP-Lo¨sung zur Entfaltung mit einer 6 - 8 M Konzentration von Harnstoff
im ASP1 Puffer versetzen
∗ Die Proteinkonzentration sollte dabei 2 mg/ml nicht u¨berschreiten
∗ Quelle [Reichenwallner, 2011] belegt, dass eine 6 M Harnstoff-Lo¨sung zur
Entfaltung ausreicht
– Dialyse in TNC-6U
– Tropfenweise Verdu¨nnung mittels Drop-Dilution in 1 : 12 Verdu¨nnung
– Lo¨sung auf urspru¨ngliches Volumen konzentrieren
– Dialyse in TNC
– MBP-Lo¨sung zur Lagerung bei -20 °C einfrieren und lagern
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• MALDI-Messung:
– Fu¨r den Ansatz der MALDI Proben wird entsprechend der vorhandenen Erfah-
rungswerte fu¨r das Maltose bindende Protein eine 1 : 1 Mischung der 2 mg/ml
MBP-Proteinlo¨sung (in TNC pH 7) mit der 10 mg/ml DHB (2,5-Dihydroxy-
benzoesa¨ure) Matrix verwendet. Auf den Einsatz einer speziellen Spitze zur
Konzentration der Probe wird verzichtet.
Zu Beginn wird der MALDI-Probentra¨ger (Platte) fu¨r 20 Minuten im Ultra-
schallbad auf ho¨chster Stufe gereinigt und somit restliche Probenru¨cksta¨nde
entfernt. Im Anschluss wird die Platte mit H2Odd gespu¨lt und abgetrocknet.
Es werden 1 µl Probe mit 1 µl Matrix in einem PCR-Tube vermengt, mehrfach
resuspendiert und dreimal 0.5 µl in einen Probenbereich auf die MALDI-Platte
aufgetragen und fu¨r mindestens 15 Minuten bei RT getrocknet, so dass sich die
Probe vollsta¨ndig kristallisiert.
– Die Platte wird im Anschluss in das MALDI-Spektrometer eingefu¨hrt, die
Stickstoffzufuhr geo¨ffnet und abgewartet, bis sich das beno¨tigte Vakuum in der
Probenkammer gebildet hat.
Der Status des Gera¨ts und die Einstellungen zur Messung werden mit der zum
Gera¨t geho¨renden Bruker-Software “Flex Control” u¨berwacht.
Als verwendete Methode wird der Standard “LP 66kDa.par” geladen und als
Suppressionsbereich der Matrix die “Deflection” < 20 kDa eingestellt.
Sobald alle Statusanzeigen bereit sind, kann die Kamera eingeschaltet werden
und eine geeignete Stelle des Probenkristalls gesucht werden.
– Fu¨r die letztlich detektierten Spektren wird die Summe von 5 mal 50 Shots
gebildet und dabei Messpunkte aus allen drei Probenbereichen derselben Probe
verwendet.
• Mutagenese Phusion Protokoll:
– Es wird folgender Reaktionsansatz vorbereitet
∗ 10 µl 5x HF Phusion buffer
∗ 50 - 200 ng dsDNA
∗ 2.5 µl (10 pmol/µl) Primer 01
∗ 2.5 µl (10 pmol/µl) Primer 02
∗ 1 µl (10 mM jedes NTP Oligomers) dNTP Mix
∗ 1.5 µl DMSO
∗ ad 50 µl H2Odd
– Anschließend werden 0.5 µl (2 U/µl)) Phusion HF Polymerase zugesetzt.
– Der Ansatz wird entsprechend Tabelle 11.1 im PCR-Sprinter behandelt und im
Anschluss mit 1 µl DpnI Restriktionsenzym fu¨r mindestens 3 Stunden bei 37 °C
verdaut.
– Zuletzt wird die Probe in NEB® 5-alpha kompetenten Zellen transformiert.
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Tab. 11.1: PCR-Cycling Sequenz im Phusion Protokoll
Phase Wiederholung Temperatur Dauer
1 1 98 °C 60 Sekunden
2 20
98 °C 30 Sekunden
55-72 °C* 45 Sekunden
72 °C 30 Sekunden pro Kilobasenpaar Plasmid
3 1 72 °C 07 Minuten
*Temperatur an die Eigenschaften der verwendeten Primer anpassen.
• Mutagenese Quick Change Protokoll:
– Die Mutagenese wurde entsprechend der Anleitung des “Quick Change® II XL,
Site-Directed Mutagenesis Kit” durchgefu¨hrt [Stratagene, 2004].
Die Funktionalita¨t der verwendeten ultrakompetenten XL10-Gold® Zellen wurde
durch direktes Aliquotieren der Zellsuspension in tiefgeku¨hlte Reaktionsgefa¨ße
und direktes Schock-frieren in flu¨ssigem Stickstoff gewa¨hrleistet.
Das zu mutierende Plasmid und die Oligonukleotid-Primer (Costum Oligos,
Synthesized by MWG/Operon) wurden so verdu¨nnt, dass jeweils 1 µl Lo¨sung
beno¨tigt wird.
Die im PCR-Sprinter verwendete Wiederholungssequenz ist Tabelle 11.3 zu
entnehmen
Tab. 11.3: PCR-Cycling Sequenz im Quick Change Protokoll
Phase Wiederholung Temperatur Dauer
1 1 95 °C 60 Sekunden
2 18
95 °C 60 Sekunden
60 °C 50 Sekunden
68 °C 10 Minuten
3 1 68 °C 07 Minuten
• Primer-Design:
– Die Primer wurden gema¨ß den “Quick Change® II XL Site-Directed Mutagenesis
Kit” “Primer Design Guidelines” und mit Hilfe des Programms “Clone Manager
Suit 9.0” designt. Als Grundlage der Mutation stand der Vektor pMAL c2x:
P298C zur Verfu¨gung. Zur besseren U¨bersicht wird der Vektor pMAL c2x in
Abbildung 11.1 dargestellt. In der Abbildung sind neben der Ampicillin-Resistenz
(Hellrot) und der MBP-Sequenz (Hellblau) die drei Primer-Positionen des “Tac-
Promotors”, des “M13 rev(-48)” Primers und des “M13 for” Primers dargestellt.
Die Primer stellen hierbei einen Ansatzpunkt fu¨r die Kontroll-Untersuchung
mittels Sequenzierung der erfolgreichen Mutagenese dar.
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• Spin-labeling von MBP:
– Ca. 7.5 mg Protein in einen lichtgeschu¨tzten Beha¨lter geben
– Die Proteinlo¨sung auf 10 mM DTT mit 100 mM DTT Stammlo¨sung verdu¨nnen
– 3 Stunden mit 6 rpm inkubieren
– Lo¨sung auf 5 - 6 ml mit SL1-Puffer verdu¨nnen
– Die Probe in SL1-Puffer in lichtgeschu¨tzten Gefa¨ßen dialysieren
– Proteinkonzentration u¨ber BCA-Test bestimmen
– VMTS der MTS Stammlo¨sung zusetzen
∗ VMTS = cMBP (mg/ml)∗V (ml)∗U¨MMBP (mg/mol)∗cMTS(mol/L) ; U¨ = 3
– Lo¨sung u¨ber Nacht (ca. 14-16 Stunden) bei 2 rpm inkubieren
– Probe in SL2-Puffer in lichtgeschu¨tzten Gefa¨ßen dialysieren
– Mittels cw-ESR-Messung bei RT erfolgreiche Entfernung des freien MTS
untersuchen und bei Bedarf erneut in SL2-Puffer dialysieren.
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11.1.2. Methoden fu¨r die Radikalnachweisuntersuchungen
Bei sa¨mtlichen Arbeiten mit EMPO wird auf sauerstoffarme Bedingungen geachtet.
Jedes nicht im Zelt entgaste Eppi oder Falcon wird vor Verwendung mit Argon geflu-
tet/beschichtet. Argon ist schwerer als Luft und sinkt daher auf die Oberfla¨che der
Lo¨sungsmittel und verdra¨ngt somit die dort vorhandene Luft, dadurch entsprechend
auch den Luftsauerstoff.
Die verwendeten Puffer werden nach Mo¨glichkeit im anaeroben Zelt entgast und anschlie-
ßend mit Argon-Atmospha¨re verschlossen.
Bei den Arbeiten mit Eppis und Mikrokapillaren wird das WinesaveTM System verwendet
um einen schwachen und konstanten Argon Fluss zu erhalten.
Allgemein wird darauf geachtet diese Schutzatmospha¨re durch pipettieren mo¨glichst wenig
zu bescha¨digen und bei Bedarf zu erneuern.
Beim Umgang mit den Proben und der EMPO-Stammlo¨sung wird darauf geachtet, die
Proben bei la¨ngeren Wartezeiten in LN2 zu lagern und erst direkt fu¨r die ESR-Messungen
aufzutauen.
Um das Auftauen und Einfrieren der Stammlo¨sung zu minimieren wird immer die komplette
Probenreihe vorbereitet und in jeweils einem Durchgang pipettiert. Jede einzelne Probe
wird direkt in LN2 schockgefroren und gelagert.
Zum Transport und der la¨ngeren Lagerung der Proben wird der “dry-LN2-shipper” ver-
wendet und regelma¨ßig LN2 nachgefu¨llt. Fu¨r den Transport der Box wird darauf geachtet,
dass u¨berschu¨ssiges LN2 abgekippt wurde.
• Aufreinigung des EMPO:
– Ein 20 ml Spitzkolben (SK) wird u¨ber den Rotationsverdampfer bei 40° C im
Wasserbad und bei maximalem Unterdruck getrocknet
– Das Gewicht des SK wird direkt im Anschluss u¨ber eine Feinwaage bestimmt
und festgehalten
– Der SK wird bis zur Verwendung mit Parafilm versiegelt
– Es werden 125 % der beno¨tigten EMPO-Menge aus Kombination von vorhan-
dener restlicher Stammlo¨sung und des synthetisierten EMPO-Vorrats im SK
vermengt und erneut im Roti langsam und vollsta¨ndig getrocknet.
– Es werden 3 Eppis mit jeweils 7 mg Aktivkohle vorbereitet und bei 4° C im
Thermomixer vorgeku¨hlt
– Das gelbe O¨l wird in 1 ml Methanol durch mehrfaches Resuspendieren aufge-
nommen und in eines der Eppis u¨berfu¨hrt
– Der Kolben mit 200 µl Methanol gespu¨lt und das Methanol ebenfalls hinzugege-
ben
126
– Es folgen drei Reinigungsschritte
∗ Die Lo¨sung wird fu¨r 10 Minuten bei 4° C und 300 rpm inkubiert
∗ Die Kohle wird im Anschluss abzentrifugiert
∗ Der U¨berstand wird ohne Kontakt mit der Kohle abgenommen und in das
na¨chste Eppi u¨berfu¨hrt
– Wa¨hrenddessen wird der SK gru¨ndlich gereinigt und erneut im Roti getrocknet
– Die gereinigte Methanol-Lo¨sung wird in den SK u¨berfu¨hrt und das Methanol
im Roti abgezogen
– Der Kolben wird gewogen, mit Parafilm versiegelt und in das N2-Zelt geschleust
– Die beno¨tigte Puffermenge wird berechnet und die Stammlo¨sung entsprechend
11.2.2 angesetzt.
• Entgasen der Puffer:
– Die Puffer werden u¨ber Nacht in geo¨ffneten Beha¨ltern im anaeroben Zelt in-
kubiert und anschließend jedes Falcon fu¨r mindestens 30 Minuten mit N2-Gas
geblubbert.
• Probenhandling:
– Die verwendete Mikrokapillare wird vor Einsatz mit Argon geflutet und direkt
darauf verschlossen gehalten, bis sie in Kontakt mit der Probe kommt und diese
u¨ber Kapillarkra¨fte aufzieht.
Sobald die Kapillare genu¨gend weit gefu¨llt ist wird sie mit einem fu¨r ESR-Spektro-
skopiegeeigneten Critoseal verschlossen, millimeterweise in LN2 schockgefroren
und bis zur Messung gelagert.
• Reinheitskontrolle der EMPO-Lo¨sung:
– Zur Kontrolle der Reinheit werden sowohl die reine auf 20 mM verdu¨nnte
Stammlo¨sung (PP) sowie ein frischer Fenton-Ansatz (Fn) als Positivkontrolle
vermessen
∗ PP: 2 µl EMPO-Stammlo¨sung werden in 18 µl PPentgast pipettiert
∗ Fn: Je 500 µl Lo¨sung 1 und 2 vermengen, 2 Minuten warten und 18 µl dieses
Ansatzes fu¨r 2 µl EMPO-Stammlo¨sung vorlegen
– Proben in einer 25 µl Kapillare aufnehmen, mit Siegelwachs (Critoseal) ver-
schließen und bis zur Messung in LN2 lagern
– Die Probe gilt als rein wenn kaum ein Signal fu¨r PP und ein deutliches, relativ
ungesto¨rtes 4-Linien-Spektrum fu¨r Fn detektiert werden kann.
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11.2. Ansatz der Stammlo¨sungen
11.2.1. Stammlo¨sungen fu¨r die Untersuchung des Maltose bindenden
Proteins
• Ampicillin Stammlo¨sung:
– 1.0 g Ampicillin-Natriumsalz ad 10 ml H2Odd vortexen
– U¨ber 0.20 µm Filter filtrieren
– Zu jeweils 1 ml in Eppis aliquotieren
– Bei -20 °C lagern
• ANS-Stammlo¨sung:
– 20 mg ANS in einem lichtgeschu¨tzten Eppi abwiegen
– 1 ml DMF hinzugeben
– 20 Min. bei 20 °C und 350 rpm im Thermomixer inkubieren
– Bei - 20 °C fu¨r maximal 2 Monate lagern
• ASP1-Waschpuffer (Amylose-Resin-Sa¨ule):
– 2.423 g Tris (20 mM) und
– 11.688 g NaCl (200 mM) auf 900 ml H2Odd auffu¨llen
– pH 7.4 mit 37 % Salzsa¨ure (HCl) einstellen
∗ (ca. 1.5 ml HCl-Lo¨sung auf 1 L auffu¨llen)
– Lo¨sung u¨ber Wasserstrahlpumpe filtrieren (Filtergro¨ße 0.22 µm)
– Bei 4 °C lagern
• ASP2-Elutionspuffer (Amylose-Resin-Sa¨ule):
– 2.423 g Tris (20 mM) und
– 1.461 g NaCl (25 mM) und
– 3.603 g Maltosemonohydrat (10 mM) auf 900 ml H2Odd auffu¨llen
– pH 7.4 mit 37 % HCl einstellen (ca. 1.5 ml)
– Lo¨sung auf 1 L auffu¨llen
– Lo¨sung u¨ber Wasserstrahlpumpe filtrieren (Filtergro¨ße: 0.22 µm)
– Bei 4 °C lagern
• CGH5-Dialysepuffer:
– 0.736 g Natriumcitrat (5 mM)
– 0.188 g Glycin (5 mM)
– 0.596 g HEPES (5 mM) auf 500 ml H2Odd auffu¨llen
– pH-Werte je nach Bedarf einstellen
– Bei 4 °C lagern, wenige Wochen bei RT haltbar
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• DTT Stammlo¨sung:
– 0.3085 g DTT (bei -20 °C gelagert) in 20 ml autoklaviertem H2Odd vortexen
– Lo¨sung steril filtrieren
∗ (Filter 0.20 µm) ; (Spritzenaufsatz-Filter: non-pyrogenic, steril-R)
– Lo¨sung jeweils zu 1 ml in Eppis aliquotieren und bei -20 °C lagern
• Ellman Reaktionspuffer:
– Es wird ein 0.1 M Natrium-Phosphatpuffer pH 8 entsprechend 11.2.2 hergestellt
– 1 mM EDTA hinzugeben
– Puffer bis zur Verwendung bei 4 °C lagern
• IPTG Stammlo¨sung:
– 1.192 g IPTG (bei -20 °C gelagert) in 5 ml autoklaviertem H2Odd vortexen
– Lo¨sung steril filtrieren
∗ (Filter 0.20 µm) ; (Spritzenaufsatz-Filter: non-pyrogenic, steril-R)
– Lo¨sung jeweils zu 1 ml in Eppis aliquotieren und bei -20 °C lagern
• LB-Medium:
– 12.5 g LB-Medium in 500 ml H2Odd lo¨sen
– Autoklavieren
– Versiegeln und bei 4 °C lagern.
• LB-Agar-Agar-Platte:
– 12.5 g LB-Medium und
– 7.5 g Agar-Agar in 500 ml H2Odd lo¨sen
– Autoklavieren
– Abku¨hlen bis ca. 40 °C, dann 500 µl Ampicillin (0.29 M) hinzugeben
– Lo¨sung in Petrischalen verteilen, so dass diese zu 1/3 - 1/2 bedeckt sind (Ansatz
reicht fu¨r ca. 20 Schalen)
– Versiegeln und bei 4 °C lagern
• SDS-Sammelgelpuffer:
– 1 g SDS (14 mM) und
– 15.15 g (0.5 M) Tris auf 230 ml H2Odd auffu¨llen
– pH 6.8 mit 37 % Salzsa¨ure (HCl) einstellen
– Lo¨sung auf 250 ml auffu¨llen
– Bei 4 °C lagern
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• SDS-Trenngelpuffer:
– 1 g SDS (14 mM) und
– 45.5 g Tris (1.5 M) auf 230 ml H2Odd auffu¨llen
– pH 8.8 mit 37 % Salzsa¨ure (HCl) einstellen
– Lo¨sung auf 250 ml auffu¨llen
– Bei 4 °C lagern
• SL1-Dialysepuffer (Spinlabel-(Schritt)1):
– 2.38 g HEPES (10 mM) und
– 29.44 g Kaliumacetat (300 mM) auf 900 ml H2Odd auffu¨llen
– pH 6.7 mit 37 % Salzsa¨ure (HCl) einstellen
– Lo¨sung auf 1 L auffu¨llen
– Lo¨sung u¨ber Wasserstrahlpumpe filtrieren (Filtergro¨ße: 0.22 µm)
– Bei 4 °C lagern, wenige Wochen bei RT haltbar
• SL2-Dialysepuffer (Spinlabel-(Schritt)2):
– 2.38 g HEPES (10 mM) und
– 29.44 g Kaliumacetat (300 mM) und
– 1.072 g Magnesiumacetat-Tetrahydrat auf 900 ml H2Odd auffu¨llen
– pH 6.7 mit 37 % Salzsa¨ure (HCl) einstellen
– Lo¨sung auf 1 L auffu¨llen
– Lo¨sung u¨ber Wasserstrahlpumpe filtrieren (Filtergro¨ße: 0.22 µm)
– Bei 4 °C lagern, wenige Wochen bei RT haltbar
• SOC-Medium:
– 3 Lo¨sungen die erst vor Gebrauch vermengt werden!
∗ Lo¨sung 1:
· 5 g Trypton 2 % (w/v) (20 g/l) und
· 1.25 g Hefeextrakt 0.5 % (w/v) (5 g/l) und
· 0.15 g Natriumchlorid (10 mM) und
· 0.05 g Kaliumchlorid (2.5 mM) in 250 ml H2Odd lo¨sen
· Autoklavieren und bei 4 °C lagern
∗ Lo¨sung 2:
· 2.033 g Magnesiumdichlorid-Hexahydrat (1 M)
· 2.465 g Magnesiumsulfat-Heptahydrat (1 M) auf 10 ml H2Odd auffu¨llen
· Gru¨ndlich vortexen und bei -20 °C lagern
∗ Lo¨sung 3:
· 1.806 g D-Glucose (1 M) auf 10 ml H2Odd auffu¨llen
· Gru¨ndlich vortexen und bei -20 °C lagern
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– Ansatz des SOC-Mediums:
∗ Lo¨sungen 2 und 3 bei RT auftauen und gru¨ndlich vortexen
∗ 10 ml Lo¨sung 1 mit 200 µl Lo¨sung 3 und 100 µl Lo¨sung 2 injizieren
∗ gru¨ndlich invertieren und am selben Tag verwenden
• TB-Medium:
– 25.4 g TB-Medium in 500 ml H2Odd lo¨sen
– 2 ml Glycerin hinzugeben
– Autoklavieren
– Versiegeln und bei 4 °C lagern
• TNC-Dialysepuffer (Tris-NaCl):
– 2.423 g Tris (20 mM) und
– 11.688 g NaCl (200 mM) auf 900 ml H2Odd auffu¨llen
– pH 7.4 mit 37 % Salzsa¨ure (HCl) einstellen
∗ (ca. 1.5 ml HCl-Lo¨sung pro Liter)
– Lo¨sung auf 1 L mit H2Odd fu¨llen
– Bei 4 °C lagern, wenige Wochen bei RT haltbar
• TNC-6U-Dialysepuffer (Tris-NaCl-Harnstoff):
– 2.423 g Tris (20 mM) und
– 11.688 g NaCl (200 mM) und
– 360.36 g Harnstoff (6 M) auf 900 ml H2Odd auffu¨llen
– pH 7.4 mit 37 % Salzsa¨ure (HCl) einstellen
∗ (ca. 1.5 ml HCl-Lo¨sung pro Liter)
– Lo¨sung auf 1 L mit H2Odd fu¨llen
– Bei 4 °C lagern, wenige Wochen bei RT haltbar
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11.2.2. Stammlo¨sungen fu¨r die Radikalnachweisuntersuchungen
• EMPO-Stammlo¨sung (200 mM):
– EMPO wird wie im Methodenabschnitt 11.1.2 beschrieben aufgereinigt
– Der Ansatz der EMPO-Stammlo¨sung erfolgt unter anaeroben Bedingungen im
N2-Zelt
– In einem Eppi werden 18 µl PPentgast fu¨r die spa¨tere Kontrollmessung vorbereitet
– Das leicht gelbe O¨l wird vorsichtig in ca. 70 - 80 % der Gesamtpuffermenge im
Kolben durch mehrfaches Resuspendieren gelo¨st und in ein lichtgeschu¨tztes Eppi
u¨berfu¨hrt
– Die restliche Puffermenge wird verwendet um den Kolben erneut auszuspu¨len
und ebenfalls in das Eppi u¨berfu¨hrt, um die EMPO-Verluste weitestgehend zu
reduzieren
– Pro 1 mg aufgereinigtes EMPO werden 25 µl PPentgast verwendet
– 2 µl der EMPO-Lo¨sung werden in den Ansatz fu¨r die Kontrollmessung pipettiert
– Die Eppis werden unter anaeroben Bedingungen verschlossen und in LN2 gelagert
– Die Reinheit der EMPO-Stammlo¨sung wird direkt mittels cw-ESR-Spektroskopie
kontrolliert, siehe Methodenabschnitt 11.1.2, gegebenfalls muss die Aufreinigung
wiederholt werden
– Die reine Stammlo¨sung wird vorsichtig auf dem LN2 genommen und direkt
beim O¨ffnen mit Argon-Gas aus der Winesave-Apparatur geflutet. Dadurch
wird das Oxidationsrisiko der Stammlo¨sung gesenkt und somit die Haltbarkeit
der Lo¨sung erho¨ht.
– Die Probe wird in LN2 gelagert
• 20 %ige Ethanollo¨sung (EtOH):
– 200 ml Ethanol absolut ad 1 L H2Odd auffu¨llen
– Lo¨sung bei RT im Sicherheitsschrank bei RT lagern
• Fenton-Ansatz (Fn):
– Lo¨sung 1 (0.3 % H2O2-Lo¨sung):
∗ 255 µl H2O2-Lo¨sung (∼ 30 %) ad 25 ml H2Odd
∗ Haltbarkeit: 2 Tage in abgeschlossenem Falcon
– Lo¨sung 2 (10 mM Am-Fe(II) ):
∗ 84 mg Ammonium-Eisen(II)-sulfat-6-hydrat ad 25 ml H2Odd
∗ Ta¨glich frisch ansetzen
– Direkt vor der Messung 1 : 1 vermengen und kurz resuspendieren
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• HEPES-Puffer:
– 5.958 g HEPES (25 mM) mit 900 ml H2Odd lo¨sen
– den pH-Wert 7.4 einstellen
– ad 1 L H2Odd fu¨llen und steril filtrieren
– Bei 4 °C lagern, wenige Wochen haltbar
• HEPES-NaCl-Puffer:
– 5.958 g HEPES (25 mM) und
– 11.688 g NaCl (200 mM) mit 900 ml H2Odd lo¨sen
– den pH-Wert 7.4 einstellen
– ad 1 L H2Odd fu¨llen und steril filtrieren
– Bei 4 °C lagern, wenige Wochen haltbar
• Isotonische NaCl-Lo¨sung (Iso-NaCl):
– 9 g NaCl (154 mM) ad 1 L H2Odd lo¨sen
– Lo¨sung steril filtrieren
– Bei 4 °C lagern, einige Wochen haltbar
• Natrium-Phosphatpuffer (PP):
– Es werden 0.5 M Na2HPO4- und NaH2PO4-Stammlo¨sungen angesetzt und ent-
sprechend des gewu¨nschten pH-Werts vermengt.
∗ Na2HPO4-Lo¨sung: 7.1 g Na2HPO4 ad 100 ml H2Odd
∗ NaH2PO4-Lo¨sung: 6 g NaH2PO4ad 100 ml H2Odd
– Ansatz PP pH 8: 93.2 ml Na2HPO4 + 6.8 ml NaH2PO4 ad 500 ml H2Odd (pH 8.0)
– Ansatz PP pH 4: 100 ml NaH2PO4 ad 500 ml H2Odd (entspricht pH 4.15 - 4.2)
• Phosphatgepufferte Salzlo¨sung (PBS):
– 8 g NaCl (137 mM) und
– 0.2 g KCl (2.7 mM) und
– 1.42 g NaH2PO4, 0.27 g KH2PO4 (12 mM) ad 1 L H2Odd
– Gegebenenfalls den pH-Wert 7.4 einstellen
– Lo¨sung steril filtrieren
– Bei 4 °C lagern, wenige Wochen haltbar
• Tris-NaCl-Pufferlo¨sung (TBS):
– 6.057 g Tris (50 mM) und
– 11.688 g NaCl (200 mM) und mit 900 ml H2Odd lo¨sen
– den pH-Wert 7.4 einstellen
– ad 1 L H2Odd fu¨llen und steril filtrieren
– Bei 4 °C lagern, wenige Wochen haltbar
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• Tris-NaCl-Tween20-Pufferlo¨sung (TBS-T):
– 6.057 g Tris (50 mM) und
– 11.688 g NaCl (200 mM) mit 900 ml H2Odd lo¨sen
– den pH-Wert 7.4 einstellen
– 20 mM Polysorbat-20 (Tween 20) hinzugeben
– ad 1 L H2Odd fu¨llen und steril filtrieren
– Bei 4 °C lagern, wenige Wochen haltbar
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5,5’-Dithiobis-2-nitrobenzoesa¨ure Sigma Aldrich, USA
Aktivkohle Sigma Aldrich, USA
Ammonium-Eisen(II)-sulfat-6-hydrat Riedel-de Haen, Seelze
Ampicillin-Natriumsalz Roth, Karlsruhe
Amylose-Resin New England BioLabs, Frankfurt
APS Sigma Aldrich, USA
ANS Sigma Aldrich, USA
Agar-Agar Kobe I Roth, Karlsruhe
Bromphenolblau Fluka, USA
BCA-Standard & Reagenz Interchim, Uptima
BSA-Standard Interchim, Uptima





DMSO Sigma Aldrich, USA
DTT GERBU Biotechnik
EDTA AppliChem, Darmstadt
Ethanol, abs. AppliChem, Darmstadt









IPTG Roche Diagnostic, Mannheim
Isopentan AppliChem, Darmstadt
Isopropanol, pur AppliChem, Darmstadt
Isopropanol, tech. Sigma Aldrich, USA
Kaliumacetat AppliChem, Darmstadt
Kaliumchlorid Merck, Darmstadt




Methanol Sigma Aldrich, USA
MTS K. Hideg, University of Pecs
Natriumchlorid Roth, Karlsruhe
Natriumcitrat Sigma Aldrich, USA
Natriumdihydrogenphosphat Merck, Darmstadt
PH-Eichpuffer AppliChem, Darmstadt






Tween® 20 Sigma Aldrich, USA




DMSO Sigma Aldrich, USA
Oligonukleotid-Primer Eurofins MWG Operon, Ebersberg
Purple Gel-Ladepuffer New England BioLabs, Frankfurt
Phusion®-HF Puffer New England BioLabs, Frankfurt
Roti®-Mix PCR 3 Roth, Karlsruhe
Quick Change® II XL Kit Stratagene, Agilent Technologies, USA
12.2.2. Enzyme
BamHI New England BioLabs, Frankfurt
DpnI New England BioLabs, Frankfurt
Phusion®-HF Polymerase New England BioLabs, Frankfurt
Quick Change® II XL Kit Stratagene, Agilent Technologies, USA
12.2.3. Bakteriensta¨mme
XL1 - Blue Competent Cells; 200249 Stratagene, Agilent Technologies, USA
XL10 - Gold Ultracompetent Cells; 200314 Stratagene, Agilent Technologies, USA
NEB® 5-alpha Competent Cells; C2987 New England BioLabs, Frankfurt
NEB® 10-beta Competent Cells; C3019 New England BioLabs, Frankfurt
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12.2.4. Primer
Tab. 12.2: Zur Punktmutation verwendete Primer
Primer Sequenz (5’-3’)
malE N124C for GCTGCCGtgCCCGCCAAAAACC
malE N124C rev GGCGGGcaCGGCAGCAGATCTTTG
malE S233 1 CGGCCCGTGGGCATGGTgCAACATCGACACCAGC
malE S233 2 GGTGTCGATGTTGcACCATGCCCACGGGCCGTTGATGGTCATCGC
malE N234C for GGTCCtgCATCGACACCAGCAAAG
malE N234C rev GGTGTCGATGcaGGACCATGCC
malE D296C for GGAAGCGGTTAATAAAtgCAAACCTCTGG
malE D296C rev CGGCACCCAGAGGTTTgcATTTATTAACCG
malE C298P for GCGGTTAATAAAGACAAAcctCTGGGTGCCGTAG
malE C298P rev CGGCACCCAGaggTTTGTCTTTATTAACCG
malE K313C for GTTGGCGtgcGATCCACGTATTGC
malE K313C rev GCAATACGTGGATCgcaCGCCAACTC
malE R316 1 GGCGAAAGATCCAtGTATTGCCGCCACC
malE R316 2 CCATGGTGGCGGCAATACaTGGATCTTTCG




M13 pUC rev(-48) AGCGGATAACAATTTCACACAGG





Autoklav Systec, V-65, Wettenberg
Brutschrank MEMmert
ESR-Spektrometer Applied Systems engineering TWT Amplifier
1 KW Model no. 117X
BRUKER ELEXSYS E580 Electron
Paramagnetic Resonance Konsole
BRUKER Pulsed Microwave Bridge E580-1010
BRUKER E 580 - 400 U
BRUKER Netzteil ER 082 (155/45)
ESR-Resonator BRUKER Flexline Resonator ER 4118X MD5
BRUKER Flexline Resonator ER 4118X MS3
ESR-Tieftemperatureinheit Oxford Instruments Intelligent Temperature Controller ITC 503
Oxford Instruments Cryostat CF 935 Proj. 1836
Oxford Instruments Diaphramapumpe GF3/VPZ0233
Oxford Instruments Helium-Transfertube LLT 600/13
Oxford Instruments Gasfluß-Kontrolleinheit VC 31
Vacuubrand Drehschieber-Vakuumpumpe RZ 6
Vacuubrand Digitales Manometer VAP5
Gefrierschrank Sanyo MDF-U3086S Ultra Low
Sanyo MDF-U72V, Ultra Low
Ku¨hlschrank Liebherr
Magnetru¨hrer Janke und Kunkel IKA Motor KMO2
MALDI-Spektrometer Bruker ultraflex TOF/TOF
Mini-Electrophoresis-Systems Bio-Rad, Mini-PROTEAN® Tetra Cell
Minishaker Retsch Mixer
PCR Sprinter Temperatur Cycling System Thermo Electron Corporation,
Hybiad Limeted SPRT001
pH-Meter Mettler Toledo, Inlab® mirco
Pipetten Eppendorf Research plus
Brand Transferpipette®
Pipettier-boy Pipettus Brand, Accu-jet® Pro
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Pumpe Pharmacia Biotech Pump P-1
Schu¨ttelgera¨t HT Infors AG, Bottmingen
New Brunswick Scientific, Innova 4000, Nu¨rtinger
Thermo Scientific, MaxQ 400
Software Accelrys Discovery Studio 2.5.5
Accelrys Discovery Studio 4.1 Visualizer
Bruker ELEXSYS Series: Xepr
Clone Manager Suite 9.0
Datred







Sterilbank Heraeus Instruments, Laminair® HB 2448
Thermo-Mixer Eppendorf, Thermomixer comfort
Trockenschrank Heraeus Instruments
Ultraschallgera¨t Branson Sonic, Sonifier® B-12, Cell Disruptor
UV/VIS-Spektrometer Eppendorf, BioPhotometerplus
Thermoscientific Genesys 10 uv scanning
Perkin Elmer Luminescence Spectrometer LS 50B




Zentrifugen Beckman® Model J2-21




Dialysierschlauch Viking Cellulose, Typ 27/32 inch, Roth
Konzentratoren:
Vivaspin 6 Polythersulfone, 10.000 MWCO Sartorius Stedim




Quarzku¨vette: 110-QS 01 mm mit Zertifikat Hellma®Analytics
Quarzku¨vette: 110-QS 10 mm mit Zertifikat Hellma® Analytics
UVette® Eppendorf, Hamburg
Pipetten:
Einmal-Mikropipette 10 µl Brand, Wertheim
Einmal-Mikropipette 25 µl Brand, Wertheim
Einmal-Mikropipette 50 µl Brand, Wertheim
Omnifix® -F B|Braun, Melsungen
Pasteur-Pipetten, Glas 150 mm Roth, Karlsruhe
Pasteur-Pipetten, Glas 230 mm Roth, Karlsruhe
Pipette 5 ml Steril Greiner Bio-one, O¨sterreich
Pipette 10 ml Steril Greiner Bio-one, O¨sterreich
Pipettenspitzen Sarstedt, Nu¨rnbrecht
Quarzkapillare Ø 3 mm Eigenbau
Research Plus Eppendorf, Hamburg
Sterican® B|Braun, Melsungen
Transferpette® S Brand, Wertheim
Reaktionsgefa¨ße:
Reaktionsgefa¨ß, 0.2 ml Sarstedt, Nu¨rnbrecht
Reaktionsgefa¨ß, 0.5 ml Eppendorf, Hamburg
Reaktionsgefa¨ß, 1.5 ml Sarstedt, Nu¨rnbrecht
Reaktionsgefa¨ß (lichtgeschu¨tzt), 1.5 ml Greiner Bio-one, O¨sterreich
Tube 50 ml, 115 x 28 mm, PP Sarstedt, Nu¨rnbrecht
Tube 15 ml, 120 x 17 mm, PP Sarstedt, Nu¨rnbrecht
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Steril Filter:
Filtropur S 0.2 Sarstedt, Nu¨rnbrecht
Filtropur S 0.45 Sarstedt, Nu¨rnbrecht




Zur Darstellung des Einfluss der Savitzky-Golay-Filterfunktion werden exemplarisch die
Messdaten der MALDI-Massenspektrometrie von MBP 01 verwendet.
Es wurde zweimal jeweils eine Polynomialgla¨ttung dritter Ordnung mit 7 Werten (Ko-
effizienten 7, 6, 3, -2) durchgefu¨hrt und in der Legende als EinfachSG und DoppeltSG
bezeichnet.
Abb. 13.1: Darstellung der Savitzky-Golay-Filterfunktion
Man erkennt deutlich dass durch die Savitzky-Golay-Gla¨ttung als gewichtete, gleitende
Mittelwertsbildung verwendet werden kann und keinen Verschiebung oder Verzerrung der
Maxima und Minima bewirkt.
Daher eignet sich diese Methode besonders bei der Reduzierung von Datenpunkten zur




Die MD-Simulation wird unter der Software “Accelrys Discovery Studio 2.5.5” durchgefu¨hrt.
Als Ausgangsstrukturen dienen dabei Ro¨ntgenstrukturdaten. Die Simulation erzeugt auf
Basis des “CHARMm”-Kraftfelds.
Zur Simulation der Oberfla¨chendynamik wurde ein teilweise explizites System verwendet.
D.h. es wurde jeweils eine Wassersphere um die relevanten Bereiche gebildet und in einem
impliziten Wassermodell simuliert, in diesem Fall “Generalized Born with a simple Switching”
(GBSW).
Es wurden folgende Fixierungen des Systems eingefu¨hrt um die Proteinstruktur zu fixieren,
den Rechenaufwand zu minimieren und einen Fokus auf den relevanten Bereich zu legen:
• Fixed: Only Cys/MTS
– Fixiertes Potential der kompletten Proteinstruktur inklusive etwaiger Liganden
ohne Cystein und MTS
• Harmonic: Only Cys/MTS
– Harmonisches Potential der kompletten Proteinstruktur inklusive etwaiger Li-
ganden ohne Cystein und MTS
– Harmonische Kraftkonstante: 8
• Harmonic: Hydrophob -Cys
– Harmonisches Potential fu¨r alle hydrophoben Aminosa¨uren inklusive etwaiger
Liganden ohne Cystein
– Harmonische Kraftkonstante: 4
• Harmonic: Sphere
– Harmonisches Potential fu¨r alle Wassermoleku¨le (Fixierung des expliziten Be-
reichs)
– Harmonische Kraftkonstante: 0,2
Fu¨r die vollsta¨ndige Energieminimierung des Systems wurden jeweils die ersten fu¨nf Schritte
der “SDC Final” durchgefu¨hrt, jedoch ohne die Fixierung “Harmonic: Sphere”.
Fu¨r die Molekulare Dynamik-Simulation “SDC Final” wurden folgende Parameter und


















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































MBP 01 pH 3 −MAL. Links: DQC -Signal in Zeitdoma¨ne Rechts: Abstandsverteilung
MBP 01 pH 3 +MAL. Links: DQC -Signal in Zeitdoma¨ne Rechts: Abstandsverteilung
MBP 01 pH 7 −MAL. Links: DQC -Signal in Zeitdoma¨ne Rechts: Abstandsverteilung
MBP 01 pH 7 +MAL. Links: DQC -Signal in Zeitdoma¨ne Rechts: Abstandsverteilung
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MBP 02 pH 3 −MAL. Links: DQC -Signal in Zeitdoma¨ne Rechts: Abstandsverteilung
MBP 02 pH 3 +MAL. Links: DQC -Signal in Zeitdoma¨ne Rechts: Abstandsverteilung
MBP 02 pH 7 −MAL. Links: DQC -Signal in Zeitdoma¨ne Rechts: Abstandsverteilung
MBP 02 pH 7 +MAL. Links: DQC -Signal in Zeitdoma¨ne Rechts: Abstandsverteilung
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MBP 03 pH 3 −MAL. Links: DQC -Signal in Zeitdoma¨ne Rechts: Abstandsverteilung
MBP 03 pH 3 +MAL. Links: DQC -Signal in Zeitdoma¨ne Rechts: Abstandsverteilung
MBP 03 pH 7 −MAL. Links: DQC -Signal in Zeitdoma¨ne Rechts: Abstandsverteilung
MBP 03 pH 7 +MAL. Links: DQC -Signal in Zeitdoma¨ne Rechts: Abstandsverteilung
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MBP 04 pH 3 −MAL. Links: DQC -Signal in Zeitdoma¨ne Rechts: Abstandsverteilung
MBP 04 pH 3 +MAL. Links: DQC -Signal in Zeitdoma¨ne Rechts: Abstandsverteilung
MBP 04 pH 7 −MAL. Links: DQC -Signal in Zeitdoma¨ne Rechts: Abstandsverteilung
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MBP 05 pH 3 −MAL. Links: DQC -Signal in Zeitdoma¨ne Rechts: Abstandsverteilung
MBP 05 pH 3 +MAL. Links: DQC -Signal in Zeitdoma¨ne Rechts: Abstandsverteilung
MBP 05 pH 7 −MAL. Links: DQC -Signal in Zeitdoma¨ne Rechts: Abstandsverteilung
MBP 05 pH 7 +MAL. Links: DQC -Signal in Zeitdoma¨ne Rechts: Abstandsverteilung
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MBP 06 pH 3 −MAL. Links: DQC -Signal in Zeitdoma¨ne Rechts: Abstandsverteilung
MBP 06 pH 3 +MAL. Links: DQC -Signal in Zeitdoma¨ne Rechts: Abstandsverteilung
MBP 06 pH 7 −MAL. Links: DQC -Signal in Zeitdoma¨ne Rechts: Abstandsverteilung
MBP 06 pH 7 +MAL. Links: DQC -Signal in Zeitdoma¨ne Rechts: Abstandsverteilung
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MBP 07 pH 3 −MAL. Links: DQC -Signal in Zeitdoma¨ne Rechts: Abstandsverteilung
MBP 07 pH 3 +MAL. Links: DQC -Signal in Zeitdoma¨ne Rechts: Abstandsverteilung
MBP 07 pH 7 −MAL. Links: DQC -Signal in Zeitdoma¨ne Rechts: Abstandsverteilung
MBP 07 pH 7 +MAL. Links: DQC -Signal in Zeitdoma¨ne Rechts: Abstandsverteilung
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MBP 09 pH 3 −MAL. Links: DQC -Signal in Zeitdoma¨ne Rechts: Abstandsverteilung
MBP 09 pH 3 +MAL. Links: DQC -Signal in Zeitdoma¨ne Rechts: Abstandsverteilung
MBP 09 pH 7 −MAL. Links: DQC -Signal in Zeitdoma¨ne Rechts: Abstandsverteilung
MBP 09 pH 7 +MAL. Links: DQC -Signal in Zeitdoma¨ne Rechts: Abstandsverteilung
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MBP 10 pH 3 −MAL. Links: DQC -Signal in Zeitdoma¨ne Rechts: Abstandsverteilung
MBP 10 pH 3 +MAL. Links: DQC -Signal in Zeitdoma¨ne Rechts: Abstandsverteilung
MBP 10 pH 7 −MAL. Links: DQC -Signal in Zeitdoma¨ne Rechts: Abstandsverteilung
MBP 10 pH 7 +MAL. Links: DQC -Signal in Zeitdoma¨ne Rechts: Abstandsverteilung
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MBP 11 pH 3 −MAL. Links: DQC -Signal in Zeitdoma¨ne Rechts: Abstandsverteilung
MBP 11 pH 3 +MAL. Links: DQC -Signal in Zeitdoma¨ne Rechts: Abstandsverteilung
MBP 11 pH 7 −MAL. Links: DQC -Signal in Zeitdoma¨ne Rechts: Abstandsverteilung
MBP 11 pH 7 +MAL. Links: DQC -Signal in Zeitdoma¨ne Rechts: Abstandsverteilung
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16. WinSIM-Fit-Simulationen











































































































































Die allgemeinen ESR-Parameter die fu¨r jede cw-Messung verwendet wurden, werden in
Tabelle 17.1 zusammengefasst.
Die Sampling- und Receiver-Zeiten, sowie der Receiver gain, die Sweep width und Anzahl
der Messpunkte sind in den Tabellen innerhalb der jeweiligen Abschnitte angegeben.




Field Position Field left, g: 2
Center Field 3460
Microwave Attenuation Panel power 0, Acq never
Internal-AFC & High Pass Filter
No Quadrupole Detection
No External Trigger
No External Lock In
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17.1. ESR-Parameter fu¨r die Untersuchung des Maltose
bindenden Proteins
17.1.1. cw-ESR-Parameter bei RT-Messung (MBP)
Tab. 17.2: ESR-Parameter bei RT-Messung
Sampling Time (Conversion) 20.48 ms
Receiver Time (Time Constant) 5.12 ms
Receiver Gain 38 dB
Averaged Scans 15
Sweep width 120 G
Number of Points 1024
Microwave Attenuation 15 dB
17.1.2. cw-ESR-Parameter bei TT-Messung (MBP)
Tab. 17.3: ESR-Parameter bei TT-Messung
Sampling Time (Conversion) 40.96 ms
Receiver Time (Time Constant) 10.24 ms
Receiver Gain 39 dB
Averaged Scans 20
Sweep width 200 G
Number of Points 1024
Microwave Attenuation 35 dB
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17.2. ESR-Parameter fu¨r die EMPO-Messungen
17.2.1. cw-ESR-Parameter der Messreihen ROS 1 - 3
Tab. 17.4: ESR-Parameter der Standard-Messung
Sampling Time (Conversion) 81.92 ms
Receiver Time (Time Constant) 81.92 ms
Receiver Gain 60 dB
Averaged Scans 15
Sweep width 100 G
Number of Points 2048
Microwave Attenuation 10 dB
Tab. 17.5: ESR-Parameter der Fast-Messung
Sampling Time (Conversion) 10.24 ms
Receiver Time (Time Constant) 10.24 ms
Receiver Gain 60 dB
Averaged Scans 15
Sweep width 100 G
Number of Points 1024
Microwave Attenuation 10 dB
17.2.2. cw-ESR-Parameter der Messreihen ROS 4, 5
Tab. 17.6: ESR-Parameter Experimente ROS4 und ROS5
Sampling Time (Conversion) 5.12 ms
Receiver Time (Time Constant) 40.96 ms
Receiver Gain 60 dB
Averaged Scans 15
Sweep width 100 G
Number of Points 4096
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